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Мултипла склероза је хронична инфламацијска демијелинизирајућа болест централног 
нервног система (ЦНС). Болест је први пут описао 1868. године француски лекар Jean-
Martin Charcot, а карактеришу је фокални плакови примарне демијелинизације у белој маси 
мозга и кичмене мождине са релативно очуваним аксонима (1-3). Етиологија болести још 
увек није позната али се сматра да је осетљивост на болест одређена генским као и 
факторима околине. Патогенеза МС такође није у потпуности разјашњена. Иако се МС 
описује и као примарно дегенеративно обољење са секундарним оштећењем које је 
посредовано имунским механизмима (4-7) преовладава став да je ова болест у основи 
инфламацијске природе (8).  
Инфламација је адаптивно компензаторна реакција ткива или читавог организма настала 
услед нарушавања хомеостазе траумом, инфективним или неинфективним агенсом агенсом 
(9). Одликује је низ метаболичких, ћелијских и васкуларних промена у покушају 
неутрализације дејства патогеног агенса и стварања услова за оздрављење ткива (10). Ткиво 
ЦНС-а је веома осетљиво на проинфламацијске стимулусе, а одликује га и веома мала 
способност регенерације (11). Услед постојања крвно мождане баријере која спречава 
продор токсичних материја и ћелија у ЦНС (12, 13) као и одсуства лимфног система у ЦНС-
у, ткиво ЦНС-а се традиционално описује као имунски привилеговано ткиво. Крвно 
мождану баријеру граде тесно спојене ендотелне ћелије које садрже пумпе којима 
елиминишу токсичне и распадне продукте метаболизма из ЦНС-а у системску циркулацију; 
као и базалне мембране и продужеци астроцита који формирају глијалну мембрану. Зато, 
да би циркулишуће ћелије продрле у ЦНС, морају да мигрирају кроз ендотел у 
периваскуларни простор, а потом да кроз глијалну мембрану инфилтришу паренхим 
централног нервног система (14). Уколико је глијална мембрана интактна, ћелије не улазе 
у паренхим ЦНС-а већ су локализоване периваскуларно (1). Ћелије микроглије су 
резидентна ћелијска популација у ЦНС-у, а по активацији мењају облик формирајући 
многобројне протоплазматске продужетке сличне активираним макрофагима (15) и 
продукују бројне проинфламацијске цитокине, хемокине, азот моноксид (NO) 
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комуницирајући са другим ћелијама у ЦНС-у па тако активирају астроците што оштећује 
крвно мождану баријеру и омогућује леукоцитима продор у ткиво ЦНС-а (16). 
Неуроинфламација започиње активацијом микроглије, а наставља активацијом других 
глијалних ћелија које такође продукују NO, слободне радикале и хемокине (17). У овом 
процесу у активацији ћелија стечене имуности важну улогу игра субпопулација макрофага, 
неактивних у физиолошким условима, а локализованих периваскуларно (18). Rivest је 2009. 
године (19) указао на присуство ретких Т лимфоцита који посредством адхезивних 
молекула ендотелних ћелија капилара мигрирају у паренхим ЦНС-а али у одсуству антигена 
или аутоантигена не покрећу имунски одговор. Да би отпочео процес неуроинфламације 
потребно је да већи број моноцита и активираних Т лимфоцита из системске циркулације 
уђе у ткиво ЦНС-а или да у ЦНС-у постоје антигени на које су Т лимфоцити сензибилисани 
(20). Неуроинфламацију одликује: продукција великог броја цитокина и хемокина који 
привлаче моноците и лимфоците у ЦНС, пролиферација ћелија микроглије, активација 
система комплемента, активација хуморалне имуности и продукција антитела (21). Главна 
подручја развоја неуроинфламације су мождане овојнице, подручје комора као и паренхим 
мозга (22, 23).  
Аутоимунска природа болести је потврђена налазима, који су добијени у студијама 
експерименталног аутоимунског енцефаломијелитиса (ЕАЕ), где се болест развија код 
осетљивих животиња после имунизацији антигенима ЦНС-а. МС и ЕАЕ имају сличне 
клиничке и патолошке карактеристике тако да је ЕАЕ прихваћен као експериментални 
модел за проучавање мултипле склерозе.  
 
1.1.1.Ток болести и клиничке манифестације  
МС су хетерогени. Код већине оболелих болест у почетку, у чак 85 процената, има фазе 
релапса и ремисија. Овај облик болести карактерише иницијална епизода неуролошке 
дисфункције (клинички изоловани синдром), коју следи период ремисије без клиничких 
манифестација, затим следи фаза релапса па поновне ремисије. Релапси се поклапају са 
инфламацијом и демијелинизацијом у ЦНС-у које се у белој маси уочавају магнетном 
резонанцом. После сваког релапса се смањује степен опоравка оболелих, тако да за деценију 
до две око 80 процената оболелих развија секундарно прогресивну мултиплу склерозу. Око 
10% оболелих никада и не уђе у фазу релапса, већ је болест примарно прогресивна (24). У 
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секундарно прогресивном облику болести више и нема типичних инфламацијских лезија 
већ је неуролошки поремећај удружен са атрофијом ЦНС-а, смањењем волумена мозга и 
значајним губитком аксона. У око 10% оболелих се болест дијагностикује као примарна 
прогресивна МС коју карактеришу стално погоршање болести без релапса. Ако се болест 
јави у старијем животном добу, чешћи је прогресивни тип МС него облик са релапсима и 
ремисијама што указује да промене које се дешавају у мозгу са старењем имају одређену у 
улогу у спором али сталном погоршању неуролошких поремећаја (25). 
 
1.1.2.Етиологија мултипле склерозе  
Етиологија мултипле склерозе није позната. Сматра се да болест настаје код генски 
предиспонираних особа изложених одређеним спољашњим факторима. Утврђено је да 
генски фактори учествују са 30% у повећању укупног ризика за развој МС. У студијама 
испитивања генома је утврђено око 100 различитих генских региона чије се одређене 
варијанте удружене са већим ризиком од развоја мултипле склерозе (26).  
Непознато је да ли развој МС започиње на периферији или у ЦНС-у. У периферном моделу 
болести, аутореактивни Т лимфоцити се активирају на периферији процесом молекулске 
мимикрије (27-29), посматрачке активације или због коекспресије TCR-а са различитим 
специфичностима (30). Ови аутореактивни Т лимфоцити одлазе у ЦНС заједно са 
активираним В лимфоцитима и моноцитима (31). У централном моделу болести није 
познато који тачно догађај у ЦНС-у може да започне развој болести, и ту је инфилтрација 
аутореактивним лимфоцитима секундарни феномен. Могуће је да се покреће 
инфламацијски одговор на до сада непознати вирусни агенс који има афинитет ка ЦНС-у. 
Ова хипотеза је базирана делимично на теорији имунског надзора ЦНС-а (32, 33).  
 
 
1.1.2.1.Генска предиспозиција.  
Показано је да је преваленца мултипле склерозе већа у породицама у којима већ постоје 
оболели од ове болести (34). Тако је ризик да развију мултиплу склерозу код најближих 
рођака оболелих 15–25 пута већи него у општој популацији. Већина продуката оних гена за 
које се сматра да су удружени са МС су укључени у регулисање функционисања имунског 
система. Неки од ових гена такође повећавају ризик од развоја других аутоимунских 
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болести (26) што може да укаже на заједничке предиспонирајуће имунске процесе што идe 
у прилог теорији периферне иницијације МС. Супротно, присуство неких гена потпуно 
различито утиче на ризик од развоја других аутоимунских обољења. Тако, иста варијанта 
генског региона који кодира ТNFR1 повећава ризик од развоја МС, а смањује ризик од 
настанка анкилозирајућег спондилитиса, што потврђују и супротни ефекти лекова који 
делују на на ТNFR1 пут, па тако ови лекови ефикасни у лечењу анкилозирајућег 
спондилитиса изазивају релапсе МС (35). Међу генима који чине основу генске 
предиспозиције за развој МС а чији продукти учествују у имунским реакцијама издавајају 
се гени за IL-2, IFN-γ и NF-kВ (36). Занимљиво је и да већи број секвенци ДНК учесталије 
присутних у популацији оболелих не припадају кодирајућим секванцама већ се налазе у 
регионама енхансера или репресора (37).  
Детаљније разумевање генских фактора који играју улогу у развоју болести постоји само за 
локусе као што су HLA-A, HLA-DRB1 (38, 39) и гене који кодирају α ланац рецептора за IL-
2 и IL-7 (40-43). Налази указују на поремећаје механизама централне толеранције као и 
поремећене функције ефекторских ћелија због измењеног одговора на цитокине и 
продукцију цитокина. Анализом експресије гена како у ткиву плака тако и у морфолошки 
непромењеном делу мозга оболелих од мултипле склерозе (44, 45) и у EAE идентификована 
су четири гена који су константно оверекспримирани, а то су: транскрипциони фактор jun-
D, тромбински рецептор PAR3 (енг. Protease-Activated Receptor 3), рецептор T1/ST2 за IL-
33 и арахидонат 5-липооксигеназа која је укључена у синтезу леукотриена (44). 
 
1.1.2.2.Негенски фактори и фактори околине. 
На важност негенских фактора у развоју мултипле склерозе указује релативно ниска стопа 
конкордантности код идентичних близанаца (34, 46). Инфективни агенси, навике и 
понашање утичу на развој болести (47). Болест се чешће јавља код младих особа женског 
пола (48). Болест најчешће настаје у тридесетим годинама и углавном за нешто више од две 
деценије узрокује непокретност. О утицају хормона на развој болести указују подаци да је 
мањи број релапса у току трудноће, а да се погоршање болести дешава после порођаја (49). 
Показана је и протективна улогу тестостерона, као и терапијски ефекати естриола у 
примарно прогресивном облику МС (50). Не зна се тачан механизам како хормони 
повећавају ризик од развоја мултипле склерозе али се вероватно ради о стимулаторном 
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ефекту естрогена на продукцију проинфламацијских цитокина и супротном ефекту 
андрогена. Студије указују да на инциденцу мултипле склерозе утичу и изложеност 
сунчевим зрацима, витамин D и географска ширина. Инциденца болести је најмања у 
подручју екватора док идући ка половима расте. Већа је у подручјима САД-а настањеним 
имигрантима из Северне Европе, али је упола мања у поређењу са инциденцом у Европи. 
Уочено је и то да ако особа мигрира из подручја са високом преваленцом мултипле склерозе 
у подручје ниске преваленце, пре 15-те до 16-те година живота, ризик за појаву болести 
постаје мањи, међутим уколико је миграција у каснијем добу, ризик остаје исти. Могуће је 
да је узрок промењена изложеност сунчевим зрацима која зависи од географске ширине, 
што утиче или на функцију имунорегулаторних ћелија или на синтезу витамина D (51). 
Услед смањеног излагања сунчевим зрацима повећава се продукција мелатонина који 
појачава Th1 имунски одговор који је удружен са развојем мултипле склерозе.  
Модулацијска улога фактора околине се највероватније заснива на успостављању 
проинфламацијског миљеа при чему се активирају проинфламацијски аутореактивни Т 
лимфоцити.  
 
1.1.3.Улога микроорганизама у патогенези мултипле склерозе.  
Према хигијенској хипотези смањено или одложено излагање инфективним узрочницима у 
детињству (у развијеним земљама) мења имунски одговор и потенцира развој аутоимунских 
и алергијских болести. Сматра се да су вируси директније укључени у иницијацију 
активације аутореактивних Т лимфоцита (28-29). Проспективне студије су указале да се 
релапси мултипле склерозе често јављају после вирусних инфекција. Истраживање у 
моделу ЕАЕ је показало да скоро 100% трансгених мишева који експримирају TCR 
специфичан за антиген мијелинског омотача (MBP) развијају EAE уколико се гаје у 
нестерилним условима, док истоветни мишеви одгајани у условима specific-pathogen-free 
остају здрави (52). 
Прекид аутотолеранције може да настане и због утицаја фактора околине који индукују 
настанак нових аутоантигена (53). Поред тога, инфективни агенси који имају тропизам за 
ЦНС могу да изазову ослобађање секвестрираних антигена ЦНС-а на периферију што је 
показано у моделу инфекције Тajлеровим вирусом мишјег енcефаломијелитиса (енг. 
Theiler's encephalomyelitis virus, TMЕV) (27, 54).  
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Епштајн-Баров (Epstein-Barr) вирус (ЕBV) је најчешће апострофирани фактор околине у 
етиопатогенези МС-а (55). Предложено је неколико механизама за објашњење улоге овог 
вируса у настанку и развоју болести. Према једној од тих хипотеза неадекватна контрола 
латентне инфекције EBV за последицу има реактивацију вируса у ћелијама ЦНС-а, а ћелије 
присутне у менингеама и периваскуларном простору експримирају вирусне пептиде и на 
тај начин реактивирају Т лимфоците претходно активиране на периферији (56). Тако 
перзистентна вирусна инфекција временом повећава број Т лимфоцита специфичних за 
вируне антигене (57). Друга хипотеза указује да EBV нема тако специфичну каузалну улогу 
већ узрокује општу дисрегулацију имунског система у прилог чему говори и налаз 
корелације инфекције EBV-ом и ризика од настанка разних других аутоимунских болести 
попут системског лупуса (27).  
Постоје конфликтни подаци о повезаности инфекције цитомегаловирусом и етиопатогенезе 
мултипле склерозе.  
На позитивну корелацију између CMV инфекције и развоја МС указују: 
• Повећане концентрације антитела специфичних за CMV и његову ДНК код оболелих од 
мултипле склерозе (58); 
• Краће време између релапса, и тежи релапси код оболелих који имају антитела 
специфична за CMV (59); 
• Израженија атрофија сиве мождане масе и целог мозга код оболелих од мултипле 
склерозе уколико су присутна и анитела на CMV (60). 
Супротно, неке студије указују да инфекција цитомегаловирусом штити од развоја МС: 
• CMV инфекција која две недеље претходи инокулацији TMEV-а ублажава овако 
изазвану демијелинизирајућу болест (61). 
• Мања инциденца, краћи релапс и мање изражена атрофија код оболелих од мултипле 
склерозе уколико су присутна антитела специфична за CMV (62). 
• Здраве особе које имају антитела специфична за CMV имају мању шансу за развој 
мултипле склерозе (63). 





Кључна одлика мултипле склерозе, која ову болест разликује од других инфламацијских 
болести мозга, огледа се у ширењу примарне демијелинизације што ствара велике фокалне 
лезије са комплетним губитком мијелина и парцијалну, варијабилну дегенерацију уз 
губитак аксона у лезијама (65-67). Тако је субпијална демијелинизација у кортексу 
апсолутно специфична за МС и не виђа се у другим инфламацијским болестима мозга (68, 
69). МС карактеришу конфлуентна подручја демијелинизације у белој и сивој маси мозга и 
кичмене мождине. Ове лезије су назване плаковима и указују на губитак мијелинског 
омотача и олигодендроцита. У класичној форми МС је описано неколико стадијума плака. 
У акутном плаку уз јасно изражену инфилтрацију Т лимфоцитима и макрофагима 
региструју се и активација ендотела, едем мијелина и губитак олигодендроцита. У 
хронично-активном плаку уочавају се периваскуларно размештени лимфоцити, јасне зоне 
демијелинизације са присутним макрофагима и оштећење аксона, губитак олигодендроцита 
и астроцитоза. Хронични-инактивни плак одликује се мањим перзистирајућим, појасним, 
периваскуларним инфилтратима лимфоцита, макрофага и плазмоцита. У макрофагима, за 
разлику од акутног и хронично-активног плака, нема фагоцитозних везикула које садрже 
мијелин. Демаркација према здравог ткиву је јасна, а унутар плака се уочава глиоза са 
редукцијом олигодендроцита и губитком аксона (70).  
Доминантне одлике облика болести са релапсима као и прогресивне МС су: инфламација, 
примарна демијелинизација и неуродегенерација. Инфламација је присутна у свим 
стадијумима МС али је више изражена у акутним него у хроничним фазама болести. У 
раним лезијама се налазе ћелије имунског система пристигле са периферије кроз 
поремећену крвно-мождану баријеру (енг. Blood Brain Barrier, ВВВ). Демијелинизација 
обухвата и подручја сиве масе укључујући кортекс, једра и кичмену мождину (71). Иако су 
у почетку аксони и неурони очувани, са напредовањем болести постепено настају 
неуроаксонска оштећења која су у корeлацији са инвалидитетом, атрофијом мозга и 
проширењем комора.  
Најизраженије карактеристике прогресивне форме МС су: 
1. Споро ширење већ постојећих демијелинизованих лезија са формирањем нових плакова 
у белој маси и масивном инфламацијом док је оштећење ВВВ ретко (72). 
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2. Прогресивна дегенерација аксона у плаковима и у наизглед нормалној белој маси. Ове 
промене и у наизглед нормалној белој маси су делом последица ретроградне и 
антероградне дегенерације неурона и инфламације у менингеама и ткиву мозга (73). 
Овакве промене су присутне и у активним лезијама МС (74). 
3. Кортикална (субпијална) подручја демијелинизације су перзистентна и могу да захвате 
до 90% кортекса (75) 
4. У основи свих ових промена је умерена инфламацијска реакција лимфоцита удружена 
са знатном активацијом микроглије у лезијама и белој маси (74). 
 
1.1.5.Популације ћелија у зонама инфламације 
Истраживања јасно указују да, иако CD8+T и В лимфоцити могу да имају важнију улогу у 
каснијим фазама болести, у иницијацији инфламацијске каскаде (на почетку болести) 
централно место припада CD4+T лимфоцитима (26). У инфилтратима доминирају 
макрофаги, а CD8+T лимфоцита има много више него CD4+T лимфоцита, B лимфоцита и 
плазмоцита (74, 76, 77). Резидентне инфламацијске ћелије ЦНС-а су кључне у поступном 
оштећењу аксона и уништавању олигодендроцита, важних за формирање мијелина. Ове 
активиране резидентне ћелије не само да су предоминантна популација у плаковима, већ су 
разасуте и дифузно кроз белу масу која делује неизмењено (78-80), а њихов број корелира 
са степеном оштећења ткива (71). Астроцити су у активним лезијама одговорни за ширење 
инфламацијског одговора и следствено оштећење ткива (81), док у хроничним лезијама 
формирају бројне склеротске ожиљке у белој маси. Подручја демијелинизације могу да се 
делимично ремијелинизују али ова способност ремијелинизације временом слаби, што је 
последица сталног губитка олигодендроцита процесом апоптозе, као и онемогућене 
пролиферације и сазревања прекурсора (82). 
Са напредовањем болести, атрофија је све израженија и у сивој и у белој маси (71). Са 
прогресијом болести не мења се проценат Т лимфоцита у инфилтратима, али се релативни 
удео В лимфоцита и плазмоцита повећава . Ћелије микроглије и макрофаги стално су 
присутни у променама у ЦНС-у (83). Током прогресије болести могуће је и смањење 
инфламацијских лезија у ЦНС-у и њихова организација. У секундарно прогресивном 
облику болести, у менингеама су присутне терцијерне структуре лимфног ткива које могу 
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да допринесу кортикалној демијелинизацији и оштећењу ткива у каснијим стадијумима 
болести (84). 
Аутореактивни Т лимфоцити. Т лимфоцити су присутни унутар лезија у ЦНС-у током 
раног стадијума мултипле склерозе, а њихове главне мете су антигени мијелинског омотача. 
Циркулишући CD4+T лимфоцити оболелих од МС су специфични за мијелински базни 
протеин (MPB), протеолипидни протеин (PLP) и мијелински олигодендроцитни 
гликопротеин (MOG), мада се овакви лимфоцити детектују и код здравих особа. Постоје 
контрадикторни подаци о потенцијалним разликама у фреквенцији и авидитету ових ћелија 
за антигене између здравих и оболелих (85, 86). 
Th1 и Th17 ћелије су главне субпопулације ефекторских CD4+T лимфоцита укључених у 
развој болести. Међутим, релативни значај Th1 ћелија насупрот Тh17 ћелијама у патогенези 
МС је споран. Постоје студије које различито приказују значај или предоминацију једног 
ћелијског типа над другим у време иницијалне дијагнозе и у каснијим стадијумима или 
прогресији болести (87, 88). Код оболелих од мултипле склерозе периферни CD4+T 
лимфоцити, са исказаним хемокинским рецепторима CCR6, специфични за мијелин 
појачано продукују Тh1 и Тh17 цитокине: IFN-γ и IL-17 (89). Шта више, неки CD4+T 
лимфоцити у лезијама имају интермедијерни фенотип и експримирају симултано и IFN-γ и 
IL-17 (90).  
Примена устекинумаба, антитела које делује на субјединицу p40 заједничку за IL-12 и IL-
23 (цитокина укључених у диференцијацију Тh1 и Тh17 ћелија) није дала очекиване 
резултате. Предложена објашњења ослањају се на непропусност ВВВ за овај лек. Како било, 
значај ова два цитокина у каснијим стадијумима болести је мањи (91).  
CD8+T лимфоцити су заступљенији у инфилтратима у белој и сивој маси као и пољима 
кортикалне демијелинизације него CD4+T лимфоцити, а њихов број тесно корелира са 
степеном оштећења аксона (23). Конзистентно са кључном улогом ових ћелија у патогенези 
болести, CD8+T лимфоцити специфични за мијелин се углавном активирају ширењем 
епитопа чак и у моделу ЕАЕ који је посредован CD4+T ћелијама што подразумева и 
унакрсну презентацију антигена за коју су задужене дендритске ћелијама које у ЦНС-у 
потичу од моноцита (92). Код особа оболелих од МС, у активним лезијама око четвртина 
CD8+T ћелија продукује IL-17, а сматра се да су то инваријантне Т ћелије које потичу из 
слузница (93).  
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Аутореактивни В лимфоцити. За разлику од Т лимфоцита, број инфилтришућих В 
лимфоцита у ЦНС-у варира у току прогресије болести. Клонови В лимфоцита могу да се 
нађу у менингеама, паренхиму и ликвору, а инратекални В лимфоцити продукују антитела 
која се детектују у ликвору и имају дијагностички значај. Код оболелих од примарне или 
секундарно прогресивне МС број плазмоцита расте са годинама (23). Менингее пацијената 
са секундарно прогресивном формом болести садрже и терцијерне лимфне структуре које 
садрже агрегате плазмоцита, В и Т лимфоцита као и фоликуларне дендритске ћелије (84) и 
резултат су дуготрајне инфламације. Овакве структуре се јављају и у другим хроничним 
инфламацијским или инфективним болестима (94). Насупрот томе, примарна прогресивна 
болест се карактерише дифузном инфилтрацијом менингеа без формирања терцијалрних 
фоликула (95). Скорашња примена нових технологија секвенционирања полипептида 
којима се може анализирати диверзитет В ћелијског рецептора омогућила је 
карактеризацију клонова В лимфоцита у периферним лимфним органима и ликвору 
пацијената. Оне указују да В лимфоцити који су се сусрели са антигеном могу да наставе 
процес матурације у дренирајућим лимфним чворовима пре трансмиграције у ЦНС (96, 97). 
Ови налази би могли да омогуће модулацију одређених субтипова В лимфоцита у 
терапијске сврхе (96, 97). Клиничке студије су показале да су моноклонска антитела 
специфична за CD20, попут ритуксимаба, (98) веома ефикасна у редуковању релапса. Ови 
лекови уклањају већину субсетова В лимфоцита али не и диферентоване плазмоците који 
продукују аутоантитела, па је вероватно да свој ефекат остварују смањивањем способности 
В лимфоцита да презентују антигене и инхбицијом продукције проинфламацијског IL-6 у 
В лимфоцитима (99).  
Резидентне ћелије у ЦНС-у такође могу да продукују веома широк спектар 
неуротоксичних инфламацијских медијатора као што су цитокини, хемокини и реактивна 
једињења кисеоника који промовишу и одржавају оштећења неурона и аксона и тако 
изазивају неуродегенерацију (78, 100). Претпоставља се да ове ћелије имају улогу у 
инфламацији у ЦНС-у и то не само у каснијим стадијумима болести, када имунске ћелије 
са периферије инфилтришу ЦНС, него од самог почетка. Показано је да се одмах по првој 
манифестацији болести, повећава број и активација микроглије и макрофага у лезијама као 
и у наизглед здравој белој маси (71, 101). Осим тога, како се неуроаксонална дегенерација 
шири, активира се и микроглија у околини аксона, дистално од оштећења. Улога микроглије 
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у развоју и прогресији МС, у односу на макрофаге доспеле са периферије није у потпуности 
разјашњена јер постоје тешкоће у разликовању ове две морфолошки и функционално 
сличне популације ћелија. Подаци добијени истраживањем трансгених модела ЕАЕ указују 
да су за развој болести и почетак демијелинизације одговорни макрофаги који потичу од 
моноцита, док је микроглија више укључена у уклањање дебрија , што указује да микроглија 
може да има и вишеструку неуропротективну улогу помажући: у резолуцији инфламације 
(102), у активном успостављању специфичних неуронских синапси како би се одржала 
хомеостаза ЦНС-а (103) и кроз продукцију неуротрофичних фактора који учествују у 
репарацији неуроаксоналног оштећења. Сматра се да је примарна неуродегенерација у 
стањима као што је Алцхајмерова болест, делимично последица неадекватне 
неуропротективне улоге микроглије (104), што може да буде важно и за развој МС. С друге 
стране, здрави неурони конститутивно експримирају инхибиторе који блокирају фагоцитну 
способност микроглије указујући да уколико се не држи под контролом, микроглија може 
да промовише оштећење ткива и да успостави повратну спрегу која резултује прогресивним 
оштећењем неуроаксона. Поред тога, активирана микроглија може да подстиче 
дисфункцију астроцита. Астроцити могу да имају обе, и проинфламацијске и 
антиинфламцијске карактеристике и играју важну улогу у одржавању ВВВ формирањем 
глије лимитанс која окружује нервно ткиво. Рано током развоја МС дисфункција ових 
ћелија, која се огледа у продукцији хемокина, може да дозволи и олакша инфлукс 
периферних имунских ћелија у ЦНС. Шта више, лимфоцити активирани микроглијом могу 
да продукују CCL2 и GM-CSF што ће даље подстаћи пролиферацију и активацију 
микроглије (80).  
Резултати клиничких студија указују на добре резултате антиинфламацијске терапије која 
је циљано усмерена на Т и В лимфоците или само В лимфоците (105, 106), док терапија која 
је усмерена само на помагачке CD4+ T ћелије има слабије или је чак без ефекта (91, 107).  
 
1.2.Експериментални аутоимунски енцефаломијелитис  
ЕАЕ је инфламацијска болест ЦНС-а индукована експериментално, а посредована Т 
лимфоцитима јер имунизација мијелинским аутоантигеном стимулише јак одговор Т 
лимфоцита који иницира патолошке промене у ЦНС-у које резултују деструкцијом 
мијелина. Већина садашњих сазнања о патогенези мултипле склерозе је заснована на основу 
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проучавања ЕАЕ пошто клинички и патолошки аспекти ове две болести имају велике 
сличности. И мултиплу склерозу и ЕАЕ одликује: деструкција мијелинског омотача и 
нервних продужетака, релативни губитак осталих нервних елеманата- нервних и потпорних 
ћелија ЦНС-а, као и присуство мултиплих лезија дисеминованих у времену и простору, а 
које су више изражене у можданом стаблу и кичменој мождини и предоминантно 
периваскуларно локализоване; као и инфламација, демијелинизација, глиоза, парцијална 
ремијелинизација и присуство имуноглобулина у ЦНС-у и ликвору (108). 
Први опис ЕАЕ су дали, 1925. године, Koritschoner и Schweinburg (109) а нешто касније су 
Stuart и Krikorian (110, 111) 1928. и 1930. године показали да поновљено апликовање 
хомогената кичмене мождине људи или оваца у зечеве индукује развој инфламације у 





Схема 1. Патогенеза ЕАЕ (преузето из Du С, Xie Х. G protein-coupled receptors as therapeutic targets for multiple sclerosis. 





Наредно значајније истраживање, на резус мајмунима и зечевима, спровео је 1933. године 
Риверс, и том приликом уочио сличност неуролошких компликација вирусних болести 
(мале, велике и овчје богиње и беснило) које могу да захвате ЦНС. Његови експерименти 
састојали су се у томе да се хомогенати инфицираних мозгова апликују експерименталним 
животињама, а контролним групама убризгавани су хомогенати и екстракти мозгова 
здравих животиња. Интересантно је да су и животиње из контролне групе развиле 
несигуран ход и мишићну слабост удружену са периваскуларним инфилтратима и 
дегенерацијом мијелина у мозгу и кичменој мождини (19, 112). У другим експериментима 
урађеним у то време на зечевима, показано је да се по апликовању емулзије кичмене 
мождине код зечева детектују повећане концентрације антитела специфичних за антигене 
мозга и да део ових зечева развија парализу. Показан је и директно пропорцијални однос 
између имуногености емулзије и концентрације специфичних антитела а такође и броја 
оболелих животиња (113). Ови резултати су указали на повезаност демијелинизације и 
специфичног имунског одговора, што је и потврђено експериментима у којима су 
примењиване емулзије мозга помешане са убијеним бацилима Mycobacterium tuberculosis и 
парафинским уљем (Freund's адјуванс), супстанцама које појачавају продукцију антитела, 
што је нешто раније описао Freund (114). Резултат овакве примене хомогената мозга је био 
развој аутоимунског енцефаломијелитиса (сада познатог као ЕАЕ) (115, 116) који је 
индукован са само неколико инјекција хомогената за разлику од првих експеримената када 
је, без адјуванса, било потребно и до 84 инјекција да би животиње развиле парализу.  
У каснијим експериментима публикованим 1947. године, резус мајмуни који су примили 3 
дозе хомогената мозга зеца у комплетном Фројндовом адјувансу (енг. Complete Freund's 
Adjuvant, CFA) развили су болест коју су одликовале фазе релапса и ремисија (117). Анализа 
хистолошких препарата је указала на постојање леукоцитног инфилтрата око крвних судова 
уз инфилтрацију зида крвног суда и периваскуларног простора у акутним лезијама, док су 
код хроничних лезија описани интензивнији инфилтрати са удруженом пролиферацијом и 
хипертрофијом ћелија микроглије (117). ЕАЕ је потом индукован различитим врстама 
животиња: заморчићима (118), зечевима (119), козама (120), мишевима (121), пацовима 
(122), хрчцима (123), псима (124), овцама (125), пилићима (126) при чему је утврђено 
постојање разлике у осетљивости на различите антигене, па су се тако и ток болести и 
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интензитет неуроинфламације разликовали. Показало се да су неке врсте животиња 
резистентне на индукцију ЕАЕ док су неке осетљивије (127). Мишји модели ЕАЕ су уведени 
педесетих година прошлог века али нису често коришћени због мале инциденце развоја 
болести све док у протокол индукције није уведен токсин пертусиса који је значајно повећао 
проценат животиња које развијају ЕАЕ. У већини ових модела се као адјуванси апликују 
CFА (енг. Complete Freund's Adjuvant) и токсин пертусиса који повећавају пермеабилност 
крвно мождане баријере и инфилтрацију ЦНС-а сензибилисаним циркулишућим 
леукоцитима (128). Најчешће коришћени мишји модели ЕАЕ су: ЕАЕ са релапсима и 
ремисијама код SJL мишева индукован пептидом (PLP139-151) протеолипидног протеина; 
ЕАЕ код PL/J мишева који се индукује базним протеином мијелина (MBP-ом): хронично 
прогресивни модел ЕАЕ индукован мијелинским олигодендроцитним протеином (MOG 
протеином) или форма ЕАЕ индукована MOG35-55 пептидом код C57/BL6 мишева и 
имунизација хомогенатима ЦНС-а или MOG протеином који индукују болест са релапсима 
и ремисијама код Biozzi ABH мишева. 
Кључни доказ којим је потврђено да су у основи ЕАЕ аутоимунски процеси је био пасивни 
трансфер болести Т лимфоцитима специфичним за антигене мијелина изолованим из 
имунизованих животиња и in vitro рестимулисаних специфичним антигеном (129), а 
нарочито доказивање присуства аутореактивних Т лимфоцита код наивних мишева (52). 
Постоји и модел спонтаног ЕАЕ који се развија код трансгених животиња које имају 
огроман проценат Т лимфоцита специфичних за компоненте мијелина (52, 130, 131). Овако 
спонтано настали ЕАЕ има доста сличности са мултиплом склерозом и одликују га релапси 
и ремисије (132). Ови мишеви који су на SJL/J основи имају већи проценат MOG 
специфичних CD4+ T лимфоцита, развијају спонтано ЕАЕ са релапсима и ремисијама и 
различитим клиничким манифестацијама у сваком наредном релапсу. У основи овог модела 
је активација Т лимфоцита специфичних за компоненте ЦНС-а и то после интеракција са 
нормалном коменсалном флором црева (132). Активација ових патогених Т лимфоцита се 
одвија у лимфном ткиву црева. Да би настала болест неопходно је да овако активирани Т 
лимфоцити активирају B лимфоците специфичне за MOG и то у цервикалним лимфним 
чворовима који су дренирајући за ЦНС. Активација В лимфоцита је MOG зависна и 
подразумева мобилизацију и транспорт MOG-а из ЦНС-а у цервикалне лимфне чворове. 
Описани модел ЕАЕ је јединствен јер има доста сличности (и клиничких и хистолошких) 
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са мултиплом склерозом, спонтано настаје и у патогенези играју улогу и Т и В лимфоцити 
(132). 
ЕАЕ карактеришу мешовита инфилтрација ЦНС-а, различит степен демијелинизације као и 
различито изражени симптоми болести. Клинички ток ЕАЕ-а може да буде акутни или 
хронични (133). Клиничке манифестације болести укључују атонију репа, парезу а потом 
парализу прво задњих, а потом и предњих ногу.  
Акутни облик болести је монофазан и одликује га изразита неуроинфламација уз благу 
демијелинизацију и најчешће одсуство неуродегенеративних процеса. Наиме, 7 до 10 дана 
после индукцији EAE, болест је клинички манифестна наредних 5 дана, а потом, од 14-ог 
дана животиње улазе у ремисију (134). Хронични облик ЕАЕ је полифазни, са релапсима и 
ремисијама. Спонтани релапс се јавља од 18-ог до 25-ог дана после имунизације, а клиничке 
манифестације су идентичне онима у акутној фази болести. Опоравак животиња које 
преживе ЕАЕ је од 30-ог до 40-ог дана по имунизацији. У хроничној форми болести 
доминира демијелинизација уз екстензивну неуродегенерацију.  
Примена акутног модела ЕАЕ је важна у тумачењу неуроинфламацијских процеса и њихове 
повезаности са клиничким манифестацијама болести, док је хронични модел ЕАЕ значајан 
за анализу неуродегенеративних промена које су типичне у каснијим фазама болести (135). 
 
1.2.1.CD4+Т лимфоцити у ЕАЕ.  
Т лимфоцити, а посебно CD4+Т лимфоцити су кључни за индукцију ЕАЕ, док остале ћелије 
имају улогу у ефекторској фази болести. Антиген презентујуће ћелије периферног лимфног 
чвора ендоцитују емулзију CFA и аутоантигена кога приказују у склопу молекула II класе 
MHC и на тај начин активирају специфичне CD4+T лимфоците. MOG35-55 садржи 
имунодоминантне епитопе за везивање за II класу MHC. Ови пептиди стимулишу 
аутоантиген специфичне Т лимфоците који су избегли негативну селекцију у тимусу. 
Настали CD4+ефекторски Т лимфоцити, у лимфном чвору, пролиферишу и потом 
мигрирају у ЦНС. У патогенезу ЕАЕ је углавном укључен IFN-γ продукујући аутореактивни 
Тh1 субсет лимфоцита. Опште прихваћено мишљење да је ЕАЕ аутоимунска болест Th1 
типа у којој постоји јака удруженост са Т лимфоцитима који секретују IFN-γ у ЦНС-у (136, 
137), променило је откриће да трансфер трансгених Th2 лимфоцита стимулише алергијску 
форму ЕАЕ (138). Показано је и да мишеви са делецијом гена за IFN-γ или његов рецептор 
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или субјединицу p35 која је неопходна за диференцијацију у Тh1 (139, 140) или IL-12Rb2 
(141), развијају чак и јачи облик ЕАЕ, у поређењу са wild type животињама, а ради се о 
развоју Тh17 имунског одговора (142-144). Данас се зна да су Тh17 ћелије иницијатори 
болести у стандардном ЕАЕ моделу и да је за њихов развој неопходно присуство IL-23 и 
RORγt (145) као и RORα (146). Ове ћелије, у ЦНС-у, касније мењају свој фeнотип и 
продукују IFN-γ и GM-CSF, а губе експресију IL-17 (147, 148). Диференцијација наивних у 
подтипове ефекторских Т лимфоцита у дренирајућим лимфним чворовима је под утицајем 
баланса продукованих цитокина, а у инфекцијама је тип цитокина детерминисан типом 
инфективног микроорганизма. M. tuberculosis присутан у CFA може да покрене двојак 
имунски одговор: ка Th1 или Th17 ефекторским лимфоцитима. Тип антигена или епитоп 
који се користи за имунизацију такође одређује тип имунског одговора. Извесни антигени 
покрећу предоминантно Th17 имунски одговор и церебеларну болест, а други стимулишу 
Th1/Th17 одговор са типичним лумбалним инфилтрацијама (149).  
Иако су ЕАЕ модели веома значајни за проучавање маханизама болести in vivo, постоје 
имунске разлике међу врстама укључујући ту и неопходност IL-23 у индукцији Тh17 ћелија 
код мишева али не и код људи (150, 151). Поред тога, Тh17 лимфоцити су функцинално 
различити код мишева и код људи. Мишји Тh17 лимфоцити секретују GM-CSF што је веома 
важно за развој хроничне инфламације у ЕАЕ (152) док су код људи глсвни извор овог 
цитокина Тh1 и други ћелијски типови (153).  
У ЕАЕ Т лимфоцити инфилтришу ЦНС обично осмог или деветог дана после имунизације 
и углавном експримирају IL-17 (154). Продукција овог цитокина није обавезна за индукцију 
ЕАЕ јер и мишеви којима се специфичним антителима блокира IL-17 развијају ЕАЕ. Mогуће 
је да је главна функција IL-17 да омогући улазак ћелија у ЦНС. IL-17 индукује секрецију 
матриксних металопротеиназа (MMP1, MMP3, MMP9, MMP12 и MMP13) и цитокина 
GM-CSF, IL-6 као и хемокина (CCL2, CCL7, CCL20, CXCL1, CXCL2 и CXCL5) у 
резидентним ткивним ћелијама. Ови молекули привлаче Т лимфоците и мијелоидне ћелије 
и омогућавају им улазак у ЦНС. IL-17 вероватно утиче на интегритет крвно мождане 
баријере индукцијом реактивних једињења кисеоника (ROS) у ендотелним ћелијама (155). 
Неки од цитокина попут G-CSF и GM-CSF мобилишу неутрофиле у ЦНС (156). Неутрофили 
улазе у ЦНС рано у току болести (157, 158). Деплеција неутрофила или блокада CXCR2, 
главног хемокинског рецептора за CXCL1/2 на неутрофилима успоставља интегритет ВВВ 
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и супримира развој ЕАЕ индукован активним или пасивним трансфером мијелин 
специфичних Т лимфоцита (159, 160). Стварна улога неутрофила у ЦНС-у није сасвим 
дефинисана али је показано да ове ћелије доприносе деструкцији крвно мождане баријере 
(161) и да имају важну улогу у матурацији локалних антиген презентујућих ћелија у ЦНС-
у (162). Поред утицаја на мобилизацију неутрофила GM-CSF мобилише и инфламацијске 
моноците и повећава њихову способност да стимулишу диференцијацију Тh лимфоцита у 
Тh1/17 фенотип.  
Т ћелије активирају макрофаге у ЕАЕ. Макрофаги имају неколико улога у патогенези EAE, 
пре свега секрецијом MMP2 и МMP9 оштећују паренхималну базалну мембрану коју 
формирају астроцити (163) што омогућава леукоцитима да напусте периваскуларни 
проистор и инфилтришу паренхим ЦНС-а. Следећа улога макрофага се огледа у оштећењу 
мијелина генерисањем реактивних једињења кисеоника (ROS) (164, 165). У лезијама у ЕАЕ 
и МS макрофаги преузимају велике делове мијелина (166). Т лимфоцити иницирају овај 
процес директном активацијом макрофага и цитокинима: IFN-γ и TNF-α. Недавно је 
показано да макрофаги настали од пристиглих моноцита иницирају демијелинизацију у 
ЦНС-у, док микроглија има улогу у уклањању ћелијског дебрија (102).  
 
1.2.2.CD8+T лимфоцити у ЕАЕ 
Олигодендроцити експримирају антигене у склопу I класе MHC па су CD8+T лимфоцити 
способни да директно препознају мијелинске пептиде презентоване на олигодендроцитима. 
CD8+T лимфоцити секретују перфорине, гранзиме и IFN-γ који директно оштећују 
олигодендроците (167, 168). CD8+T лимфоцити изоловани из животиња имунизованих 
MOG пептидом способни су да након трансфера у здраве реципијенте узрокују 
демијелинизацију (169). CD8+T лимфоцити могу да продукују и IL-17 и онда се означавају 
као Tc17 ћелије а детектоване су у лимфном чвору и у ЦНС-у мишева имунизованих MOG 
пептидом (170). За ове ћелије је у ЕАЕ показано да пружају подршку процесу 
диференцијације у Th17 (171).  
 
1.2.3.Мане ЕАЕ-а као модела за проучавање МС 
Иако је ЕАЕ широко распрострањен као модел за МС, није идеалан. Главно ограничење је 
артефицијална индукција ЕАЕ па је тешко на основу овог модела закључивати о етиологији 
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МС. У етиопатогенези МС важну улогу играју инфективни првенствено вирусни антигени 
који унакрсно реагују са мијелином (172), а у EAE моделима се користе инбредне врсте 
животиња које се гаје у pathogen free условима. У већини модела ЕАЕ се развија делимична 
демијелинизација у ЦНС-у или се уопште не развија, а ток болести је углавном акутни 
монофазни са спонтаним опоравком, што је у контрасту са хроничном прогресивном МС и 
демијелинизацијом код људи. Упркос наведеним недостатцима, ЕАЕ је и даље 
најкоришћенији модел који је омогућио низ открића како у патогенези, тако и у терапији 
МС (173) .  
1.3.Цитомегаловирус 
Цитомегаловирус (Cytomegalovirus, CMV) припада фамилији Herpetoviridae, субфамилији 
β-Herpesvirinae и стриктно је species специфичан. Код имунокомпетентних људи изазива 
доживотну асимптоматску ифекцију. Цитомегаловирус изазива тешке форме болести код 
имунодефицијентних особа и водећи је инфективни узрочник конгениталних аномалија 
попут микроофталмије и микроцефалије, као и функционалних абнормалности као што су 
епилепсија и ментална ретардација (174, 175). 
Прва проучавања овог вируса почела су испитивањем етиолошког узрочника промена које 
одликују нуклеарне и перинуклеарне инклузије и увећање читаве ћелије (цитомегалија), 
познатих под називом „совино око“ код мртворођене деце (1910) и касније (1964) код особа 
које су претходно имале трансплантације (176-178).  
Студије хуманог цитомегаловируса (Human Cytomegalovirus, HCMV) указују на присуство 
вирусних антигена или нуклеинских киселина вируса у мукози гастроинтестиналног тракта 
(желуца, дуоденума, илеума, колона, ректума) (179-183), као и у алвеоларним епителним 
ћелијама (180, 184, 185) бубрежним гломерулима и епителу тубула бубрега (186) код 
имунокомпромитованих особа. Епителне површине су важне како за улазак тако и за 
екскрецију вируса. Начини уласка вируса у домаћина још увек нису јасно познати. 
Продуктивна инфекција је ограничена на жлездане епителне ћелије пљувачних жлезди у 
дужем временском периоду чак и код потпуно имунокомпетентних домаћина. Такође 
инфективни вирус може да се лако детектује у пљувачци хронично инфицираних мишева. 
Зато се сматра да је пљувачка главни извор хоризонталног ширења вируса и главни начин 
уласка овог вируса у епител гастроинтестиналног и горњег респираторног тракта. 
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HCMV инфицира најчешће епителне и ендотелне ћелије нарочито капилара и венула мозга 
(187), плућа (180, 184), срца (188, 189), гастроинтестиналног тракта (180), (181-183, 190), 
(191) и плаценте (192, 193). Вирус се ношен ћелијама хематогено дисеминује и инфицира 
различите типове ћелија укључујући поред ендотелних и епителних ћелија и фибробласте 
и глатке мишићне ћелије (194). Цитомегаловирус перзистира и у мијелоидним 
прекурсорским ћелијама, од стадијума CD34+ матичне ћелије хематопоезе до стадијума 
CD14+ моноцита (195). Моноцити након преласка из крви у ткива диферентују у макрофаге 




Вирус садржи дволанчану ДНК чији латентни и литички гени кодирају око 230-250 
протеина од којих многи имају имунорегулаторне улоге (196). ДНК геном и централни 
протеини језгра се налазе унутар икозаедарног капсида који је окружен тегументумом који 
је релативно аморфан и садржи вирусне структурне протеине и ензиме који су неопходни 
за брзу репликацију вируса и за успостављање латентне инфекције. Тегументум окружује 
липопротеински омотач који настаје од нуклеарне и ћелијске мембране инфицираних ћелија 
домаћина. Овај омотач садржи бројне вирусне гликопротеине од којих само два омогућавају 
улазак вируса у ћелије. Гликопротеин В омогућује фузију омотача вируса са ћелијском 
мембраном и омогућава иницијално везивање вируса за хепаран сулфат 
глукозаминогликана ћелије (197). Други гликопротеин је димер gH–gL који је кључан за 
улазак вируса у ћелије и то вероватно стимулисањем фузије гликопротеина В и ћелијске 
мембране (198). 
Мишји цитомегаловирус (Murine Cytomegalovirus, MCMV) је 1954. године изоловала 
Маргарет Смит из културе ткива пљувачних жлезда лабораторијских мишева (199). MCMV 
има доста сличности са HCMV. Геном оба вируса је линеаран, изазивају латентну 
инфекцију која се реактивира у стању имуносупресије и тада изазива дисеминовану, често 
фаталну болест. Оба вируса инфицирају скоро исте ћелије и органе, сличан је ток 
инфекције, а типичне патолошке промене су готово идентичне, осим што MCMV не пролази 
плаценту. (200). Како је болест коју развијају мишеви инфицирани мишјим 
цитомегаловирусом веома слична болести коју развијају људи инфицирани хуманим 
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цитомегаловирусом, последњих 20 година је интензивно проучавана патогенеза 
цитомегаловирусне инфекције на мишевима. Клиничке манифестације болести код мишева 
зависe од извора вируса, да ли је из културе ткива или из пљувачне жлезде, затим од 
величине инокулума и начина апликације, имунског статуса, старости и генскe основе 
миша. 
 
1.3.2.Инфекција ЦНС-а Цитомегаловирусом 
 
Цитомегаловирусну инфекцију новорођених мишева карактерише хематогена 
дисеминација вируса у централни нервни систем (ЦНС) због још увек незреле крвно-
мождане баријере (201). Ћелије које експримирају вирусне антигене могу да се детектују и 
у олфакторном епителу инфицираних животиња што указује да вирус може да уђе у мозак 
новорођених мишева и преко сензорног епитела (201). Инфекцију ЦНС-а новорођених 
мишева одликује просторна дисеминација, фокални ненекротизујући енцефалитис и 
поремећаји у развоју мозга (202).  
CMV може да уђе у скоро све резидентне ћелије ЦНС-а: астроците, микроглију, 
олигодендроците и ендотелне ћелије, међутим комплетирање вириона није могуће у свим 
овим ћелијама (203, 204). Инфекција ћелија микроглије Цитомегаловирусом није литичка 
(205, 206). Астроцити су у потпуности пермисивни за Цитомегаловирус, који у њима 
изазива литичку инфекцију која резултује смрћу ћелије (205). Литичка инфекција 
ендотелних ћелија је такође могућа, а могуће је да вирус користи ове ћелије за улазак у ЦНС 
(207-209). Нервне матичне ћелије, NSC (од енг. Neural Stem Cells) као и прогениторске 
ћелије су у потпуности пермисивне за вирусну инфекцију (210), и инфекција ових ћелија 
резултује инхибицијом пролиферације и диференцијације и њиховим уласком у апоптозу 
(211-213). NSC које избегну литичку инфекцију и ипак диференцирају у неуроне 
експримирају касни антиген MCMV-а E1 (214) и у њима је могућа реактивација вируса 
(215). Овакве ћелије имају поремећену миграцију и диференцијацију што је у основи 
неуролошких поремећаја (216). Измењена је морфогенеза церебелума, смањена 
пролиферација и миграција грануларног слоја, смањена експресија маркера 
диференцијације и активација неуротрофних рецептора (202). 
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Фокуси са малим бројем инфицираних ћелија детектују се у различитим регионима мозга 
попут кортекса, хипокампуса, перивентрикуларног региона као и церебелума и менингеа 
(202). Фокусе инфекције окружују инфилтрати мононуклеарних ћелија, у којима 
доминирају Т лимфоцити, F4/80+ макрофаги и микроглија (217), при чему су неретко 
F4/80+ ћелије позитивне на вирусне антигене (218).  
Студије су указале да су нервне прогениторске и матичне ћелије и код одраслих мишева 
пермисивне за Цитомегаловирус после интрацеребралне инокулације, а да фактор раста 
епидерма (енг. Epidermal growth factor, EGF) повећава ту пермисивност (219). Рецептор за 
EGF (EGFR) се сматра једним од рецептора и за HCMV (220). Присуство EGF може да 
повећа популацију EGFR+ ћелија што резултује и повећаном пермисивношћу 
цитомегаловируса (220). По резолуцији инфекције нема елиминације вирусног генома из 
централног нервног система и вирус успоставља дугоживећу латентну инфекцију са 
периодичним реактивацијама.  
Тачни механизми којима вирус пролази крвно мождану баријеру нису познати. Показано је 
да се после интраперитонеалне апликације новорођеним мишевима вирус детектује и у 
плазми и у ћелијама крви, што указује да MCMV може да уђе у ЦНС као слободан или 
ношен ћелијама (221). Вирус се најпре репликује у периферним органима и хематогено 
дисеминује у ЦНС. У ткиву мога се вирус поново репликује (202, 221) и детектује се већ 
седмог дана по инокулацији (217). Највећи број комплетних вириона у ЦНС-у се детектује 
од 10 до 14 дана после инокулације вируса, а већ од 21. дана вируси су у ЦНС-у 
недетектибилни (202, 221).  
Важно је напоменути да је ЦНС код неонаталних мишева еквивалентан хуманом фетусу у 
15-ој недељи гестације и да се инфекција HCMV-ом углавном дешава током раног периода 
другог триместра трудноће (222). Зато MCMV инфекција новорођених мишева у 
потпуности одговара стању након вертикалне HCMV трансмисије (217). 
Хистолошке одлике лезија у мозгу неонатално инфицираних мишева се поклапају са 
налазима код оболелих од AIDS-а и инфицираних хуманих фетуса (202, 223). Вирусна 
инфекција обухвата различита подручја мозга која одговарају хематогеном ширењу вируса, 
као и код конгениталне HCMV инфекције (202), али су на инфекцију најпермисивније 
нервне матичне ћелије (224-226). Ове ћелије су присутне и у мозгу одраслих особа, у 
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највећој мери перивентрикуларно, где се Цитомегаловирус и детектује у случају инфекције 
ЦНС-а у адултном периоду (227).  
 
1.3.3.Имунски одговор на инфекцију цитомегаловирусом 
 
Прву линију одбране од вируса обезбеђују NK ћелије, макрофаги и бројни цитокини који се 
продукују активацијом ових ћелија. Важност урођене имуности за контролу инфекције 
Цитомегаловирусом је нарочито значајна у перинаталном периоду због незрелости стеченог 
имунског одговора у овом добу (228). Вирус се репликује у јетри, слезини, плућима, 
пљувачним жлездама (229) тако да су ова инфицирана подручја главна места где се одвија 
урођени имунски одговор током акутне инфекције Цитомегаловирусом.  
Дендритске ћелије остварују интеракцију са молекулским обрасцима Цитомегаловируса 
преко TLR3 и TLR9 чиме се активирају сигнални путеви NF-κB и IRF3 што за последицу 
има продукцију бројних проинфламацијских и антивирусних цитокина (230).  
Дендритске ћелије које препознају Цитомегаловирус продукују хемокин CCL3 који 
стимулише продукцију IFN-γ и TNF-α у NK ћелијама. Поред тога што показује антивирусну 
активност, IFN-γ стимулише експресију NO2 у макрофагима (231, 232) који игра улогу у 
елиминацији разних вируса укључујући и Цитомегаловирус (232, 229). Кључну улогу у 
ограничавању репликације вируса током ране фазе вирусне инфекције имају IFN-α, који 
продукују макрофаги и дендритске ћелије и IFN-β, који продукују фибробласти и ендотелне 
ћелије (233). Истраживања указују да су мишеви са делецијом гена за рецептор IFN-α 
осетљивије на вирусну инфекцију у поређењу са мишевима који немају ген за рецептор IFN-
γ. Мишеви без рецептора за IFN-α умиру од дозе која је 100 пута мања од леталне дозе за 
wild type мишеве (234, 235). Инфламацијски макрофаги продукују цитокине који 
омогућавају адекватну активацију ћелија стечене/специфичне имуности односно CD4+T и 
CD8+T лимфоцита. Ћелије специфичне имуности играју кључну улогу у резолуцији 
примарне инфекције и одржавању латенције вируса. У контроли вирусне инфекције 
учествује и хуморална имуност тако што по активацији латентне инфекције антивирусна 
антитела неутрализују вирус и блокирају дисеминацију.  
Упркос брзом имунском одговору, Цитомегаловирус се лако шири кроз читаво тело 
заражене јединке што остварује стимулацијом продукције проинфламацијског хемокина 
28 
 
CCL2/MCP-1 у зараженим ћелијама (236). Експресија CCL2 је под контролом сигналних 
путева NF-κB и IRF-3 који индиректно повећавају транскрипцију CCL2 активацијом разних 
интерфероном стимулисаних гена (ISGs). IFN-β може да индукује транслокацију 
транскрипционог фактора STAT-1 и NF-κB у нуклеус и тако стимулише експресију CCL2 
(236). CCL2 делује хемоатрактантно на моноците који експримирају рецептор CCR2. То је 
заправо и кључни корак јер циркулишући моноцити дисеминују вирус током акутне 
инфекције, а по уласку у ткиво диферентују у зреле макрофаге што подстиче репликацију 
CMV-а. MCMV кодира синтезу проинфламацијског молекула МСK-2, који привлачи 
мијелоидне ћелије које експримирају рецептор CCR2 (237). MCK-2 подстиче имунски 
одговор домаћина и регрутовање мијеломоноцита на иницијално место инфекције. 



























Схема 2. Ћелије имунског система укључене у одбрану од цитомегаловируса. Преузето из Human Cytomegalovirus 
(HCMV). Stack G, Stacey M. Cardiff University, UK. British Society for Immunology 
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Утврђене су значајне разлике у имунском одговору на MCMV у зависности од соја мишева. 
Тако, код C57BL/6 мишева у контроли инфекције кључну улогу играју механизми 
неспецифичне имуности тј. NK ћелије, док код BALB/c мишева ту улогу имају 
цитотоксички Т лимфоцити. Заправо, код C57BL/6 мишева молекул m157, који кодира 
вирус, активира NK ћелије кроз интеракцију са молекулом Ly49H. NK ћелије BALB/c 
мишева немају Ly49H па изостаје Ly49H/m157-NK интеракција тако да је клиренс вируса 
посредован цитотоксичким Т лимфоцитима. Пошто се интеракција Цитомегаловируса са 
молекулом Ly49H значајно одражава на имунски одоговор, тиме се и објашњава разлика у 
осетљивости BALB/c мишева и резистенцији C57BL/6 мишева на MCMV (239), Ово је 
потврђено и налазом да деплеција Ly49H укида разистенцију на вирус код C57BL/6 мишева.  
У терминацији продуктивне и успостављању латентне инфекције учествују T лимфоцити. 
CD8+ и NK ћелије су независно одговорне за клиренс вируса али су за контролу инфекције 
задужени CD8+ Т лимфоцити. Кључна карактеристика инфекције Цитомеглаовирусом је 
одржавање велике популације меморијских вирус специфичних CD8+ Т лимфоцита која је 
са годинама све већа (меморијска инфлација), односно све већи број Т лимфоцита је 
специфичан за овај вирус чиме се објашњава неадекватан имунски одговор на друге 
стимулусе у популацији старијих особа (240). Ове меморијске ћелије пролиферишу 
захваљујући честим субклиничким реактивацијама вируса и задржавају ефекторске 
функције, експримирају перфорин и гранзим и хемокински рецептор CX3CR1 (241). 
Акумулирају се у слезини, јетри, плућима и крви. CD8+ Т лимфоцити само одређених 
специфичности континуирано пролиферишу тако да код мишева годину дана по инфекцији 
20% свих CD8+ Т лимфоцита је специфично за епитоп вируса рр89.  
Мишеви којима су моноклонским антителима деплетирани CD8+Т лимфоцити развијају 
имунске ефекторске функције и елиминишу вирус из ткива сличном кинетиком као и 
нормални мишеви (242, 243). Овај налаз указује да CD4+Т лимфоцити могу да преузму 
контролу над вирусном инфекцијом. Вирус специфичне CD4+Т ћелије које настају након 
инфекције Цитомегаловирусом CD8+Т дефицијентних мишева имају протективну улогу и 
након трансфера у летално инфициране реципијенте (243). У случају уклањања CD8+Т 
лимфоцита и макрофаги учествују у ограничавању ширења вируса, што све заједно указује 
на способност имунског система да компензује мањак функције ефекторских CD8+Т 
лимфоцита. Међутим неке функције CD4+Т лимфоцита не могу да се компензују. Мишеви 
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којима су уклоњени CD4+Т лимфоцити не могу да елиминишу вирус из пљувачних жлезда 
упркос јаком инфлуксу CD8+Т ћелија у жлезде. Kод ових мишева је вирус локализован у 
ацинусаним гландуларним епителним ћелијама и детектује се огромна продукција вируса 
(244). 
Закључује се да су CD4+Т лимфоцити есенцијални за ограничавање репликације вируса и 
превенцију хоризонталне трансмисије инфекције, иако CD8+Т лимфоцити имају главну 
протективну улогу у инфекцији Цитомегаловирусом. Важно је и то да CD4+Т лимфоцити 
не могу да компензују губитак CD8+Т лимфоцита ни да превенирају оштећење органа код 
инфицираних BALB/c мишева у случају сингене трансплантације костне сржи (245, 246). 
 
1.3.4.Имунски одговор у ЦНС-у на инфекцију цитомегаловирусом 
 
Инфекција ЦНС-а Цитомегаловирусом је удружена са снажним инфламацијским одговором 
којег карактерише активација резидентних ћелија имунског система, регрутовање 
активираних ћелија са периферије, као и продукција великог броја проинфламацијских 
цитокина (218, 247-249).  
Интракранијална апликација Цитомегаловируса код новорођених мишева стимулише 
експресију гена за IFN-γ који редукује број ћелија инфицираних вирусом и спречава 
ћелијску смрт посредовану вирусом (250). Глијалне ћелије одговарају на MCMV инфекцију 
продукцијом бројних цитокина и хемокина (205). Ћелије микроглије продукују TNF-α и 
IFN-γ који инхибишу репликацију MCMV-а у астроцитима и то тако што супримирају 
вирусну транскрипцију (251). Вирусом инфицирани астроцити примарно продукују CCL2, 
а мање CXCL8, CCL3, CCL5 који регрутују ћелије микроглије на место инфекције (252) 
(253). Акутни цитокински одговор је регулисан антиинфламацијским цитокином 
интерлеукином-10 (254). У случају неадекватне продукције IL-10 поремећен је антивирусни 
одговор, прејак је ефекат IFN-γ, а инфекција MCMV-ом постаје летална (254). HCMV 
садржи ген који кодира молекул идентичан IL-10 који инхибише продукцију хемокина 
CXCL10 у ћелијама микроглије што последично инхибише миграцију лимфоцита (253) 
(255). Такав хомолог није идентификован у геному мишјег Цитомегаловируса, али MCMV 
индукује снажну продукцију IL-10 у различитим ћелијама имунског система (217, 254). 
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Продукцији цитокина и хемокина у ЦНС-у претходи инфлукс системских ћелија имунског 
система. Рани имунски одговор одликује улазак макрофага, неутрофила и NK ћелија у ЦНС 
(2010, 218, 248). Макрофаги (CD45hiCD11b+) који инфилтришу мозак у одговору на 
инфекцију MCMV, се активирају и повећавају експресију молекула II класе MHC, CD40, 
CD80 (248). Такође продукују NO који доприноси елиминацији вируса. Познато је да 
неутрофили поред улоге коју умају у елиминацији бактерија учествују и у антивирусном 
одговору (256). Инфекција ЦНС-а Цитомегаловирусом је праћена ослобађањем CCL2 из 
ћелија микроглије што регрутује велики број неутрофила у ЦНС где доприносе 
елиминацији вируса. Али ако изостане продукција IL-10 накупљени неутрофили могу 
значајно да оштете ткиво (218, 257).  
NK ћелије се појављују у мозгу у исто време када и вирус, а осмог дана по инфекцији 
вирусом чине више од 20% укупних леукоцита у мозгу, када њихов проценат нагло опадне, 
а пристижу друге ћелије тако да већ десетог дана од инфекције NK ћелије чине само један 
проценат тоталних леукоцита (217). 
Клиренс вируса из мозга новорођених мишева зависи од стеченог имунског одговора (248), 
(258). Акутну инфекцију ЦНС-а контролишу CD8+T лимфоцити који уједно спречавају и 
летални исход. CD8+T лимфоцити чине доминантну популацију мононуклеарних ћелија у 
ЦНС-у (248). Највећи проценат CD8+T лимфоцита у мозгу се уочава 18 дана после 
инфекције, када чине више од 70% ћелија (CD45hi) које су са периферије инфилтрисале 
мозак (248). Пораст инфилтришућих CD8+T лимфоцита корелира са смањењем титра 
вируса што указује на критичну улогу CD8+T лимфоцита у елиминацији MCMV инфекције 
из ЦНС-а (248). Иначе, у ЦНС-у се највећи број комплетних вируса уочава од 10 до 14 дана 
после инфекције, али већ од 21. дана се више не детектују. У време максималног инфлукса 
CD8+T лимфоцита 10% ових ћелија је специфично за епитоп вируса IE1 (248). CD8+T 
лимфоцити перзистирају у мозгу дуго по резолуцији продуктивне MCMV инфекције и 
детектују се и после годину дана (217). Ови CD8+T лимфоцити имају ефекторско 
меморијски фенотип са повећаном експресијом CD44 и одсуством CD62L (2010, 248). 
Знатан број инфилтришућих CD8+T ћелија експримира CD69, CD49 што указује да су 
активиране (210, 248).  
CD8+T лимфоцити контролишу инфекцију продукцијом перфорина, IFN-γ и TNF-α; а 
знатан проценат ових ћелија које секретују IFN-γ нема способност дегранулације што 
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указује на потенцијалне нецитолитичке механизме којима се вирус елиминише (248). 
Пошто вирус инфицира различите ћелије (неуроне, прогениторске ћелије, астроците, 
микроглију) могуће је да клиренс вируса из ЦНС-а укључује више антивирусних 
ефекторских функција и да зависи од типа ћелије.  
Одговор CD4+T лимфоцита у ЦНС-у је релативно константан у поређењу са CD8+T 
лимфоцитима (248). CD4+T лимфоцити су неопходни за резолуцију продуктивне вирусне 
инфекције у пљувачним жлездама, али адоптивни трансфер CD4+T ћелија не штити од 
системске или инфекције ЦНС-а (258-260). Могуће је да у ЦНС-у CD4+T лимфоцити 
подстичу функције CD8+T ћелија (261, 262).  
 
 
1.3.5.Модулација имунског одговора цитомегаловирусом 
 
CMV има велики геном који кодира бројне имуномодулаторне молекуле и тако омогућује 
сопствено преживљавање и латенцију у ћелијама домаћина, при чему вирус избегава 
уништење.  
CMV кодира молекуле којима блокира приказивање антигена у склопу I класе MHC. 
Блокадом приказивања вирусних антигена вирус остаје сакривен од ћелија имунског 
система. Вирус кодира бројне молекуле који имају имуномодулаторне карактеристике. 
Антиинфламацијско дејство остварује продукцијом IL-10 (263). Синтезом молекула CCL2 
привлачи мијелоидне ћелије за које је показано да су у вирусној инфекцији регулаторне 
односно да атенуишу имунски одговор, али ове ћелије могу да буду и проинфламацијске у 
зависности од средине (236).  
Са друге стране, CMV кодира и молекуле који могу да подстакну имунски одговор, попут 
хемокина CXCL10 који привлачи Тh1 проинфламацијске лимфоците, чиме вирус 
промовише проинфламацијско стање. 
С обзиром да CMV на разне начине утиче на имунски одговор домаћина, могуће је и да 
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Микроорганизми који имају епитопе сличне епитопима аутоантигена могу директно да 
активирају аутореактивне лимфоците (264). Описани су бројни епитопи вируса који 
унакрсно реагују са протеинима домаћина (264). Скоро четири процента моноклонских 
антитела специфичних за вирусне антигене реагују и са сопственим протеинима (265). 
Такође показано је да вирусни пептиди могу да активирају аутореативне Т лимфоците 
специфичне за MBP (266). Слично, MBP специфични Т лимфоцити реагују са различитим 
вирусним и бактеријским протеинима (267). На основу наведеног се закључује да је 
унакрсни имунски одговор на антигене вируса и домаћина релативно чест.  
Описује се и одложена молекулска мимикрија као варијација молекулске мимикрије која 
настаје када латентна хронична инфекција индукује развој дугоживећих меморијских 
лимфоцита специфичних за вирус, који онда чине знатан део имунског репертоара. Овакви 
лимфоцити могу касније да се реактивирају у сусрету са антигенима сличних епитопа који 
су их активирали, а који могу да буду и аутоантигени који се ослобађају из оштећеног ткива. 
Скоро свака особа има одређен проценат оваквих (меморијских вирус специфичних) 




Цитокини које продукују ћелије имунског система заражене или активиране вирусом могу 
да подстакну активацију аутореактивних Т лимфоцита који су се задесили у њиховој 
близини. Такође оштећење ткива које узрокује вирусна инфекција изазива ослобађање 
криптичних епитопа који могу бити аутоантигени, а који нису били доступни имунском 
систему у току процеса сазревања (268, 269). Тако се покреће активација и клонска 
експанзија аутореактивних Т лимфоцита што резултује настанком аутоимунске болести 
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(270). Суперантигени микроорганизама могу да изазову поликлонску активацију 
лимфоцита што може да резултује развојем аутоимунске болести. 
Мек Кој је увео теорију која комбинује претходне две хипотезе. Могуће је да вирусни 
епитопи унакрсно реагују са сопственим антигенима тј. постоји молекулска мимикрија. 
Тако се на неки начин активира процес код генски осетљивих особа и настају потенцијално 
аутореактивни лимфоцити. После тога додатни неспецифични имунски стимулус изазове 
продукцију инфламацијских цитокина који онда процесом посматрачке активације 





После иницијалне реакције имунског система на патогене, из насталих лезија се ослобађају 
аутоантигени у проинфламацијској средини па је могућа активација аутореактивних Т 
лимфоцита (272, 273). Временом се ослобађања све више аутоантигена који активирају нове 
лимфоците што подстиче континуирану инфламацију и настанак хроничне аутоимунске 
болести (274). Могуће је да се молекулска мимикрија дешава рано у току настанка 
аутоимунске болести док се посматрачка активација и ширење епитопа касније, чиме се 
погоршава аутоимунски процес (270).  
Фуџинами је у покушају да објасни улогу микроорганизама у развоју аутоимунских болести 
увео хипотезу тзв. „плодног поља“. Плодно поље формирају активирани аутореактивни Т 
лимфоцити чија је активација покренута вирусном инфекцијом, а касније инфекције 
индукцијом инфламацијске средине подстичу реактивацију и експанзију ових ћелија чиме 









2. ЦИЉ РАДА 
 
Основни циљ овог истраживања је да се испита улога инфекције MCMV-ом у патогенези 
експерименталног аутоимунског енцефаломијелитиса изазваног имунизацијом пептидом 
MOG35-55. У складу са oвим циљем, испитаће се ефекат претходне непродуктивне инфекције 
MCMV-ом на развој ЕАЕ у резистентним BALB/c мишевима.  
 
Ефекат инфекције MCMV-ом на патогенезу ЕАЕ биће евалуиран на основу следећих 
параметара: 
 
1. Процене клиничког и хистолошког скора, као и анализе инфилтрата у мозгу и кичменој 
мождини BALB/c мишева имунизованих пептидом MOG35-55 после неонаталне и 
дуготрајне хроничне непродуктивне инфекције MCMV-ом.  
2. Анализе продукције инфламацијских цитокина и експресије Th1/Th17 транскрипционих 
фактора и хемокинских рецептора у Т лимфоцитима који инфилтришу ткиво централног 
нервног система. 
3. Анализе фенотипских карактеристика CD8+Т лимфоцита у инфилтратима ткива 
централног нервног система. 
4. Детекције лимфоцита специфичних за MOG35-55 у ЦНС-у мишева који су развили 
клиничке и хистолошке карактеристике ЕАЕ после инфекције вирусом и имунизације 
пептидом MOG35-55. 
5. Анализе фенотипских карактеристика CD4+ и CD8+Т лимфоцита у ингвиналним 
лимфним чворовима. 
6. Анализе мембранских и функционалних маркера ћелија које приказују антигене у ЦНС-







3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
 
 
3.1. Експерименталне животиње 
У овом истраживању као експерименталне животиње коришћени су мишеви чистог соја 
BALB/c женског пола, новорођени мишеви, мишеви старости од 8 до 10 недеља као и 
мишеви чистог соја C57BL/6 (енгл. wild type, WT) старости 8 до 10 недеља. Животиње су 
узгајане у виваријуму Центра за молекулску медицину и истраживање матичних ћелија, 
Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу. Све планиране процедуре 
одобрила је Етичка комисија за заштиту добробити огледних животиња Факултета 
медицинских наука, Универзитета у Крагујевцу. 
 
3.2. Инфекција МCMV-oм 
Мишеви су, у неонаталном моделу инфекције, инфицирани 6-12 сати по рођењу 
интраперитонеалном апликацијом 200PFU (Plaque-Forming Units) мишјег соја CMV, 
(MW97. 01) док је контролној групи апликовано 200μl фосфатног пуфера (PBS). У адултном 
моделу инфекције мишевима старим 8-10 недеља је субкутано у шапу апликовано 105PFU 
истог соја вируса.  
 
3.3. Индукција ЕАЕ  
За индукцију ЕАЕ као антиген је коришћен хумани пептид MOG35-55 (Sigma-Aldrich St. 
Louis, MO United States). Пептид MOG35-55 (секванца Met-Glu-Val-Gly-Trp-Tyr-Arg-Pro-Pro-
Phe-Ser-Arg-Val-Val-His-Leu-Tyr-Arg-Asn-Gly-Lys) je растворен у PBS-у (енг. Phosphate 
Buffered Saline) у концентрацији 5mg/ml. Раствор је чуван на -20 ̊ C. За имунизацију је 
коришћена суспензија којa се састоји од мешавине пептида MOG35-55 и комплетног 
Фројндовог адјуванса, CFA (Complete Freund Adjuvant; Sigma-Aldrich St. Louis, MO United 
States) у односу 1:1, добијена мешањем MOG35-55 пептида са адјувансом. Сваки миш је 
примио 300μg пептида MOG35-55 у 100μl PBS-а и 100μl CFA са 700μg Mycobacterium 
tuberculosis (сој H37 RA; Difco Laboratories, Detroit, MI), укупно 200μl суспензије, која је 
апликована субкутано у пределу бокова. Мишевима је истога дана интраперитонеално 
апликовано 300ng токсина пертусиса (List Biological Laboratories, Inc.® Campbell, 
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California, United States) раствореног у 100μl дестиловане воде. Токсин пертусиса је чуван 
у раствору 50μg/ml у дестилованој води на температури од +4 ̊ C. Након 48 сати од прве 
апликације токсина пертусиса, мишеви су интраперитонеално добили још једну дозу 
токсина пертусиса. 
 
3.4. Праћење клиничког тока ЕАЕ 
Животиње су посматране свакодневно, а дан када се испољила парцијална парализа репа 
означен је клиничким почетком болести. У процени клиничких знакова ЕАЕ коришћени су 
следећи критеријуми: 0-одсуство клиничких манифестација болести; 0.5-парцијална 
парализа репа; 1-парализа репа; 2-атаксија или пареза задњих екстремитета; 2.5-једна задња 
нога парализована; 3-обе задње ноге парализоване; 3.5 парализа задњих ногу и пареза 
предњих ногу, или парализа 3 екстремитета; 4-парализа сва 4 екстремитета; 5-смрт. За 
процену клиничког скора је коришћена класификација приказана на табели 1. 
 
3.5. Хистопатолошка анализа ткива мозга и кичмене мождине  
Мишеви су жртвовани, у време максималног клиничког испољавања болести, цервикалном 
дислокацијом, а за хистопатолошку анализу су коришћена ткива мозга и кичмене мождине 
од којих су направљени парафински исечци.  
 
3.5.1. Фиксација ткива 
Фиксацијом ткива се зауставља ензимска разградња ткива коју изазивају аминопептидазе, 
карбоксипептидазе и други протеолитички ћелијски ензими и путрифакција коју изазивају 
ензими сапрофитских бактерија. Циљ фиксације је, поред очувања стабилизације 
структурних протеина ћелије, и очување величине и морфологије ћелије, одржање 
локализације хемијских супстанци у ћелији у стању које је слично природном као и 
спречавање раста микроорганизама. Фиксацијом ткива се инактивишу ензими лизозома, 
спречава њихова дифузија, мења пропустљивост ћелијске мембране и тако утиче на 
функционално стање ћелије.  
За фиксацију ткива за светлосну микроскопију најчешће се примењује хемијска фиксација 
употребом 4% неутралног пуферисаног формалдехида (формалина) или Буеновог 
фиксатива са пикринском киселином. У урађеним експериментима је за хистолошку 
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анализу коришћена техника парафинских резова. По уклањању мозга и кичмене мождине 
ткиво је фиксирано у 4% парафолмалдехиду који се прави од фабричког Formaldehydum sol. 
(HCHO 37-40% конц.). Фиксацијом ткива се мења конформација протеина, настају 
метиленски мостови између карбонилне групе формалдехида и амино група бочних ланаца 
протеина. Сваки узорак ткива се потапа у фиксатив на собној температури у трајању од 
најмање 24 сата.  
 
3.5.2. Обрада ткива 
Након фиксације ткива у формалину, ткиво се испира у води а потом дехидратише. 
Дехидратација је процес уклањања воде из ткива да би парафин могао да продре у ткиво. 
Како се ткиво не би оштетило, неопходно је да поступак дехидратације буде поступан што 
подразумева процес преношења ткива кроз растуће концентрације етанола; 70%, 96% и 
100% . Ткиво се пре урањања у алкохол испира текућом водом.  
 
3.5.3. Просветљавање ткива 
Пошто је парафин који се користи за калупљење препарата нерастворљив у води и 
алкохолу, ткиво мора да се изложи универзалном растварачу који се меша са парафином и 
алкохолом и омогућава улазак парафина у ткиво и истискивање етил алкохола из ткива. 
Овде је употребљаван ксилол, који има особину да учини ткиво прозирним па се отуда ова 

















Оцена Клинички знак Метода за детекцију Опис 
0 Нема клиничких 
знакова 
Ухватити миша за базу репа и 
дотаћи врх репа цилиндричним 
предметом; посматрати ход 
Задње ноге су у екстензији, реп се 
покреће; реп се уврће око 
цилиндричног предмета, нормалан 
ход 
0,5 Парцијална парализа 
репа 
Ухватити миша за базу репа и 
дотаћи врх репа цилиндричним 
предметом; посматрати ход 
Задње ноге су у екстензији, врх 
репа пада и/или се реп не уврће око 
цилиндричног предмета, нормалан 
ход 
 
1 Парализа репа 
Ухватити миша за базу репа и 
дотаћи врх репа цилиндричним 
предметом; посматрати ход 
Задње ноге су у екстензији, реп 
пада и не уврће се око 








Ухватити миша за базу репа; 
посматрати ход, испитати 
плантарне рефлексе 
Задње ноге се контрахују када се 
миш ухвати за базу репа, покрети 
при ходању су некоординисани, 
јављају се рефлекси када се шапе 
дотакну предметом, парализа репа 
2,5 Парализа једног 
задњег екстремитета 
Ухватити миша за базу репа; 
посматрати ход, испитати 
плантарне рефлексе 
Миш вуче једну задњу ногу, не 
јавља се плантарни рефелекс једне 
шапе, парализа репа 
3 Обе задње ноге 
парализоване 
Ухватити миша за базу репа; 
посматрати ход, испитати 
плантарне рефлексе 
Миш вуче обе задње ноге, не 
јављају се плантарни рефелекси на 
обе шапе, парализа репа 
3,5 
Парализа обе задње 
ноге, слабост 
предњих ногу 
Ухватити миша за базу репа; 
посматрати ход, испитати 
плантарне рефлексе 
Миш вуче обе задње ноге, слабо 
користи предње ноге приликом 
кретања, предње шапе имају 
позитивне плантарне рефлексе, 
парализа репа 
4 Предње ноге су 
парализоване 
Ухватити миша за базу репа; 
посматрати ход, испитати 
плантарне рефлексе 
Миш не може да се покреће, 
одсутни су плантарни рефлекси и 
на предњим шапама, парализа репа 
5 Смрт  
Нема покретања, хладан је на 






3.5.4. Калупљење ткива 
Како би ткиво могло да се изреже, треба га прожети парафином. Парафин се топи на 58-60 
степени целзијуса, док је на собној температури чврст и кристалан. Течни парафин прожима 
ткиво без топлотног и хемијског оштећења. Стога је ткиво калупљено у парафину 
потапањем у растуће концентрације парафина (3 пута по 1 сат) на температури око 60ºC у 
термостату. На тај начин се ксилол у ткиву поступно замењује парафином. Парафином 
импрегнирано ткиво је калупљено у парафински блок за који је коришћена пластична касета 
у којој је ткиво било дехидрирано. Ткиво је утиснуто на дно металне кадице напуњене 
мешавином воска и парафина и потом поклопљено пластичном касетом.  
Калупи су сечени микротомом на резове дебљине 5μм. Изрезани пресек је узиман четкицом 
и стављан у топло водено купатило на 45ºC. Температура воде омекша парафин тако да се 
пресеци изравнају. Исечци су са површине воде скупљани предметним стаклима, која су се 
затим сушила 12 сати у термостату на 56°C.  
 
3.5.5. Бојење хематоксилином и еозином (H&E)  
По загревању парафинских исечака у термостату на 56°C које је трајало 45 минута, како би 
се уклонио парафин исечци су потопљени у ксилол. Потом је урађена рехидратација ткива 
процесом испирања у опадајућим концентрацијама етил алкохола и то: два пута по 5 минута 
у апсолутном алкохолу; 5 минута у 96% алкохолу; 5 минута у 90% алкохолу; 5 минута у 
70% алкохолу; 5 минута у дестилованој води. Након тога препарати су бојени Mayer-овим 
хематоксилином (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) у трајању од 10 минута, а потом 
испрани прво дестилованом па текућом водом 5 минута. Потом је урађено бојење 
алкохолним еозином (Sigma Aldrich) у трајању од два минута. Након бојења исечци су 
дехидрирани тако што су потапани у серију растућих концентрација етил алкохола и то 
следећим редом: најпре 5 минута у 70%-тном алкохолу, затим 5 минута у 90%-тном 
алкохолу и на крају два пута по 5 минута у апсолутном алкохолу. Након бојења и 
дехидрације, уследио је поступак просветљавања потапањем у мешавину ксилола и 
апсолутног алкохола у односу 1:1 у трајању од једног минута, а затим два пута по један 
минут само у ксилолу. На крају је на ткивне исечке нанет Канада балзам (Centrohem, Србија) 
и препарати су прекривени покровним стаклима. Овако припремљени ткивни исечци су 
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након 24-часовног сушења анализирани светлосном микроскопијом (увеличање 10х и 40х, 
BX51, Olympus, Japan).  
 
3.6. Процена хистолошког скора  
Вредност хистолошког скора је анализирана према следећим критеријумима: 0, нема 
инфилтришућих ћелија; 1, неколико разбацаних инфилтришућих ћелија; 2, периваскуларно 
груписање инфилтришућих ћелија; 3, интензивна периваскуларна инфилтрација са 
ширењем у субарахноидални простор или паренхим ЦНС-а; 4, интензивна периваскуларна 
инфилтрација са интензивним субарахноидалним или паренхимским инфилтратом. 
 
3.7. Изолација леукоцита из ЦНС-а  
Ткиво мозга и кичмене мождине је екстирпитано, исецкано и хомогенизовано ензимском 
дигестијом, једночасовном инкубацијом на 37°C у 5ml RPMI 1640 медијуму са 10% FBS-а 
и 1mg/ml колагеназе тип I и 1mg/ml DNA-зе, све Sigma-Aldrich St. Louis, MO United States. 
У току инкубације ткиво је, да би се хомогенизовало, више пута провучено кроз шприц са 
иглом дебљине 18G. Након инкубације хомогенизовано ткиво је пропуштено кроз ћелијско 
сито са порама величине 40µm (cell strainer, 40 μm, BD Pharmingen, USA), и сито је испрано 
са још 5ml медијума. Тако добијена суспензија је центрифугирана 10 минута на 400G и 
талог је ресуспендован у 10ml 30% перкола (Sigma-Aldrich St. Louis, MO United States), који 
је пребачен на 5ml 70% перкола и центрифугиран на 390G 20 минута. По завршеној 
инкубацији је са врха уклоњен слој издвојеног мијелина и Пастеровом пипетом су 
покупљене мононуклеарне ћелије које се налазе у интерфази. Прикупљене ћелије су опране 
два пута у PBS-у и на крају ресуспендоване у комплетном медијуму. Након изолације је 
приликом бројања одређивана вијабилност ћелија помоћу бојења трипан плавим.  
 
3.8. Изолација леукоцита из лимфног чвора 
BALB/c мишеви су жртвовани цервикалном дислокацијом и ингвинални лимфни чворови 
су екстирпирани и неколико пута испрани медијумом како би се уклонио CFA. Тако 
испрани лимфни чворови су пропуштени клипом шприца кроз ћелијско сито (cell strainer, 
40 μm, BD Pharmingen, USA) у епрувету од 50ml уз додавање 10ml медијумa (RPMI-1640; 
Sigma-Aldrich, Germany) са додатком 10% FBS-а (Sigma-Aldrich, Germany), 100U/mL 
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пеницилина (Sigma-Aldrich St. Louis, MO United States), 100µg/mL стрептоцимина (Sigma-
Aldrich St. Louis, MO United States), 4mM L-глутамина (Invitrogen Saint Aubin, France) и 
50μM 2-меркаптоетанола (Sigma-Aldrich St. Louis, MO United States). Овако раздвојене 
појединачне ћелије су центрифугиране 5 минута на 400G. Супернатант је одливен, а 
ћелијски талог је ресуспендован у комплетном медијуму RPMI 1640 са 10% FBS. 
 
3.9. Анализа популација мононуклеарних ћелија ЦНС-а и дренирајућег лимфног 
чвора проточном цитометријом 
Инфилтрати изоловани из мозга и кичмене мождине и мононуклеарне суспензије изоловане 
из дренирајућих ингвиналних лимфних чворова су анализирани проточном цитометријом. 
Анализирана је процентуална заступљеност појединих популација ћелија и функционални 
фенотип Т лимфоцита, макрофага и дендритских ћелија.  
 
3.9.1. Обележавање ћелијских мембранских маркера 
У идентификацији мембранских маркера за фенотипизацију и одређивање функционалног 
фенотипа субпопулација мононуклеарних ћелија лимфног чвора и инфилтрата ЦНС-а 
коришћена су анти-мишја моноклонска антитела специфична за различите мембранске и 
интрацелуларне молекуле, обележена различитим флуоресцентним бојама. У свакој од 
анализа је коришћено 5×105 ћелија ресуспендованих у 50μl пуфера за бојење (енгл. Staining 
Buffer; BD Biosciences) и додата је одговарајућа количина моноклонских антитела примарно 
обележених различитим флуоресцентним бојама. Испитиване мононуклеране суспензије су 
такође инкубиране и са одговарајућим изотипским контролама. 
Антитела коришћена за површинско бојење, као и изотипске контроле, били су у 
концентрацијама да њихова финална разблажења у суспензији буду 1:200. Талог ћелија са 
антителима је краткотрајно вортексован и потом инкубиран у мраку на температури од +4˚C 
у трајању 20 минута. По истеку инкубације, додавањем два ml хладног пуфера за бојење 
(енгл. Staining Buffer, BD) ћелије су "опране"и центрифугиране 5 минута на 400G. Затим је 
супренатант одливен и талог ћелија је ресуспендован у 350µl пуфера за бојење. Непосредно 
након процедуре бојења, ћелије су анализиране на проточном цитометру FACSCalibur (BD). 
За цитометријску анализу коришћен је регион (енгл. Gate) мононуклеарних ћелија у 
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FSC/SSC плоту. Регистровано је најмање 20.000 догађаја у свакој цитометријској анализи. 
Подаци су анализирани помоћу FlowJo (Tree Star Ashland, OR, USA) софтвера. 
 
3.9.2. Интрацелуларно бојење цитокина 
Бојење интрацелуларних цитокина урађено је по BD Cytofix/CytopermTM методи. да би се 
детектовале ћелија које продукују цитокине, коришћене су различите in vitro методе за 
стимулацију ћелија. Од поликлонских активатора се користе: конканавалин А (Con-A), 
стафилококни ентеротоксин β, липополисахарид (LPS), фитохемаглутинин, моноклонска 
антитела специфична за TCR/CD3 комплекс (са или без антитела на костимулаторне 
рецепторе, као што је CD28) и естри форбола са калцијум јонофором (енгл. phorbol esters 
plus calcium ionophore). Ћелије су у овом истраживању стимулисане форбол миристат 
ацетатом (енгл. Phorbol 12-myristate 13-acetate, РМА; Sigma) и јономицином (енгл. 
Ionomycin; Sigma), који покрећу активност протеин киназе С (енгл. Protein kinase C, PKC) 
као и инфлукс јона калцијума у ћелију, индукујући експресију цитокина у ћелији која је 
претходно активирана физиолошким стимулусима. Инкубација у трајању од четири до 6 
сати је оптимално време за већину цитокина, пошто је продужена инкубација удружена са 
појавом цитотоксичких ефеката поменутих активатора. BD GolgyStopTM (садржи моненсин) 
и BD GolgyPlugTM (садржи брефелдин А), као инхибитори интрацелуларног транспорта 
протеина, су коришћени за in vitro стимулацију ћелија. Блокада транспорта у ћелији 
поменутим инхибиторима резултује акумулацијом већине цитокина у ендоплазматичном 
ретикулуму или Голџи апарату, што повећава могућност детекције ћелија које продукују 
цитокине. Моненсин и брефелдин А су карактеристични по томе што имају имају дозно и 
временски зависан цитотоксички ефекат, па излагање ћелија овим агенсима мора да буде 
ограничено. Показано је да је инкубација дужа од 12 часова токсична за ћелије. 
 
3.9.2.1. Стимулација ћелија 
Суспензија појединачних мононуклера изолованих из мозга, кичмене мождине и 
регионалног лимфног чвора (1x106/ml) припремљенa у комплетном медијуму (RPMI 1640) 
je стимулисана инкубацијом на 37°С (5%СО2) у присуству РМА (Sigma; 50ng/ml) и јонофора 
(Ionomycin, Sigma; 500ng/ml). У суспензију је додат и BD GolgyStopTM (0,7μl/ml) који 
блокира секрецију цитокина и повећава њихову интрацелуларну акумулацију. После 4 сата 
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инкубације, ћелије су опране и ресуспендоване у комплетном медијуму, а потом пребачене 
у пластичне епрувете (FALCON round-bottom test tubes, BD) за имунофлуоресцентно бојење.  
Даље процедуре су обављане на +4°С.  
 
3.9.2.2. Бојење површинских антигена 
Епитопи површинских маркера могу да се оштете фиксацијом и пермеабилизацијом, па се 
површинско бојење обавља пре фиксације ћелија. Тако је на 1×106 мононуклеара 
ресуспендованих у 50μl пуфера за бојење (енгл. Staining Buffer; BD) додавана одговарајућа 
количина примарно конјугованих моноклонских антитела специфичних за површинске 
антигене. Ћелије су такође инкубиране и са одговарајућим изотипским контролама. Сва 
антитела за површинско бојење коришћена су у таквим концентрацијама да њихова 
финална разблажења, у суспензији ћелија буду 1:200. Ћелије су инкубиране 30 минута на 
+4°С, у мраку. 
 
3.9.2.3. Фиксација ћелија и пермеабилизација ћелијске мембране.  
Након инкубације са примарно конјугованим антителима за површинске антигене, 
мононуклеари су опрани два пута у пуферу за бојење (1ml/епрувети; 300G). Ћелијски талог 
је ресуспендован у 250μl Cytofix/CytoPermTM раствора (BD Pharmingen) и инкубиран 20 
минута на +4°С. Затим су ћелије опране два пута у Perm/WashTM пуферу (BD Pharmingen; 
1ml/епрувети; 300G). 
 
3.9.2.4. Бојење интрацелуларних цитокина.  
Ћелијски талог је ресуспендован у 50μl Perm/WashTM пуфера и додата су примарно 
конјугована моноклонска антитела специфична за цитокине. Сва антитела коришћена су у 
таквим концентрацијама да њихова финална разблажења буду 1:200. Ћелије су инкубиране 
30 минута на +4°С, у мраку. Након инкубације, ћелије су опране у Perm/WashTM пуферу 
(1ml/епрувети; 300G). Ћелијски талог је ресуспендован у 350μl пуфера за бојење и 
анализиран на проточном цитометру. Уколико у даљем тексту није другачије назначено, за 
цитометријску анализу коришћен је регион (енгл. Gate) мононуклеарних ћелија у FSC/SSC 
плоту. Регистровано је најмање 20.000 догађаја у свакој цитометријској анализи. Подаци су 




3.9.2.5. Интрацелуларно бојење транскрипционих фактора T-bet и RoRγt  
Први корак у овој процедури је површинско бојење CD4 маркера: на 1×106 ћелија 
изолованих из испитиваног органа, ресуспендованих у 50μl пуфера за бојење (енгл. Staining 
Buffer, BD Pharmingen), додата је одговарајућа количина примарно обележеног анти-CD4 и 
анти-CD8 антитела у таквој концентрацији да је финално разблажење антитела у суспензији 
било 1:200. Ћелије су инкубиране 20 минута у мраку на температури од +4°С са поменутим 
антителима, а такође и са одговарајућом изотипском контролом. Након инкубације ћелије 
су опране два пута у пуферу за бојење (2 ml/епрувети; 250G), а ћелијски талог је 
ресуспендован у 2ml хладног пуфера за фиксацију (енгл. mouse Foxp3 Fixation Buffer, BD 
Pharmingen) и инкубиран 30 минута на +4°С у мраку. Затим су ћелије опране два пута у 
пуферу за пермеабилизацију (енг. mouse Foxp3 Permeabilization buffer, BD Pharmingen), 
загрејаном до собне температуре (2ml/епрувети; 300G). Након уклањања супернатанта 
уследила је пермеабилизација ћелија у 2ml пуфера за пермеабилизацију, 30 минута у мраку 
на температури 37°C. По завршеној инкубацији ћелије су опране у пуферу за бојење 
(2ml/епрувети; 300G). На крају је уследила инкубација са антителима за транскрипционе 
факторе која су претходно разблажена у пуферу за бојење да финално разблажење у 
суспензији ћелија буде 1:200. Након инкубације (20 минута у мраку на собној темпаратури) 
ћелије су опране у пуферу за бојење (2ml/епрувети; 300G). Ћелијски талог је ресуспендован 
у 350μl пуфера за бојење и анализиран на проточном цитометру. Регистровано је најмање 
20.000 догађаја у свакој цитометријској анализи. Подаци су анализирани помоћу FlowJo 
(Tree Star, Ashland, OR) софтвера. 
 
3.10. Бојење тетрамерима 
Мононуклеарне ћелије су изоловане из ЦНС-а према протоколу који је претходно описан и 
инкубиране са H-2L(d)/IE-1/pp89 (168-176 YPHFMPTNL) и H-2D(d)/m164 (257-265 
AGPPRYSRI) тетрамерима (NIH) и aнти-CD8 и aнти-CD3 антителима у таквој 
концентрацији да је финално разблажење антитела у суспензији било 1:200. Ћелије су 
инкубиране 20 минута у мраку на собној температури. После 30 минута инкубације ћелије 
су опране у пуферу за бојење (2ml/епрувети; 300G). Ћелијски талог је ресуспендован у 350μl 
пуфера за бојење и анализиран на проточном цитометру. Регистровано је најмање 20.000 
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догађаја у свакој цитометријској анализи. Подаци су анализирани помоћу FlowJo (Tree Star, 
Ashland, OR) софтвера. 
 
3.11. IFN-γ есеј (одређивање специфичности лимфоцита за пептид MOG35-55) 
Moнонуклеарне ћелије изоловане из CNS-а (105 у 100µL комплетног медијума по отвору 
микротитар плоче) су in vitro стимулисане пептидом MOG35-55 (1μg по отвору) или вирусним 
пептидом рр89 и m164 у истој концентрацији. Након једночасовне инкубације са пептидима 
на 37ºC, ћелијама је додато 0,2μL брефелдина А и инкубација је настављена на 37ºC још 4 
сата. Ћелије су након истека инкубације опране у пуферу за бојење и бојене анти-CD8 и 
анти-CD4 антителима на +4ºC 15 минута. Након прања ћелије су фиксиране и 
пермабилозаване у Cytofix/Cytoperm пуферу 30 минута на леду, опране два пута у пуферу 
за бојење и инкубиране са анти-IFN-γ и анти-IL-17 антителом раствореним у Perm wash 
пуферу 30 минута. Након инкубације ћелије су опране у пуферу за бојење, ћелијски талог 
је ресуспендован у 350μl пуфера и анализиран на проточном цитометру. Подаци су 
анализирани помоћу FlowJo (Tree Star, Ashland, OR) софтвера. Анализиран је проценат 
CD4+IFN-γ+, CD8+IFN-γ+, CD4+IL-17+ и CD8+IL-17+ ћелија. 
 
3.12. Имунохистохемија ткивних исечака кичмене мождине  
Имунихистохемијско бојење парафинских исечака кичмене мождине урађено је 
коришћењем мишјег специфичног конјугата (Expose Rat-Specific HRP/DAB Detection IHC 
Kit; Abcam) за бојење CD3 (Abcam). Депарафинизовани парафински исечци ткива кичмене 
мождине дебљине 5μm након рехидратације ткива, су најпре кувани 21 минут у 10mM Na-
цитрату, а након хлађења интензивно испрани три пута у PBS-у. На ткивне исечке је потом 
додато 2-3 капи Hydrogen Peroxide Block-а са циљем да се инактивишу ендогене 
пероксидазе и након инкубације 10 минута на собној температури, препарати су два пута 
опрани у PBS-у. Затим је на препарате додато 2-3 капи Protein Block-a који је после 10 
минута инкубације испран једном у PBS-у. На ткивне исечке су потом додато 150μl 
примарног антитела, пацовског анти-мишијег CD3 (Abcam). Сва примарна антитела су 
растворена у PBS-у са 1% BSA. Након једносатне инкубације са примарним антителима у 
влажној комори на собној температури, препарати су опрани три пута по 5 минута у PBS-у, 
ткивни исечци су инкубирани 30 минута на собној температури у присуству 
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биотинизираног секундарног антитела. Након инкубације, препарати су опрани три пута по 
5 минута у PBS-у и на ткивне исечке је апликована Streptavidin Peroxidase-а. Након 10 
минута инкубације са пероксидазом на собној температури исечци су испрани три пута по 
5 минута у PBS-у и на њих је апликовано 2-3 капи DAB реагенса претходно добијеног 
додавањем 20μl DAB хромагена у 1ml DAB супстрат пуфера. Након развијања боје 
препарати су испрани три пута у дестилованој води и обојени хематоксилином по Mayer-у 
два минута, а затим интензивно опрани текућом водом. Обојени исечци су покривени 
воденим медијумом за покривање и покровном љуспицом. Хистолошки пресеци јетре 
визуелизовани су коришћењем и фотографисано је дигиталном камером на светлосном 
микроскопу (Olympus BX5). 
 
3.13. Статистичка обрада података 
Подаци су анализирани коришћењем статистичког програма SPSS верзија 20. Пре 
статистичке обраде података, прво је испитана правилност расподеле добијених вредности. 
Уколико вредности имају правилну расподелу користили смо параметарски Student’s t тест, 
док се неправилна расподела поредила коришћењем непараметарског Mann-Whitney теста. 
Резултати експеримента су изражени као вредност ± стандардна грешка (SE). Статистички 
значајна разлика у добијеним вредностима између група износи p<0,05, док је статистички 


















4.1. Инфекција MCMV-ом у неонаталном периоду повећава осетљивост BALB/c 
мишева на развој ЕАЕ 
Интраутерусна инфекција хуманим CMV-ом се региструје у 0,4 до 2,3% живорођене деце 
(276). Око 25% овакве деце након 5 година испољава неки од неуролошких поремећаја, а 
десетак процената деце са доказаном интраутерусном инфекцијом цитомегаловирусом има 
тешке дуготрајне неуролошке секвеле психомоторне и когнитивне (277), што указује да 
релативно велики број деце са конгениталном CMV инфекцијом нема видљиве неуролошке 
поремећаје.  
Енцефалитиси изазвани вирусом у неонаталном периоду су последица како директног 
цитопатогенеог ефекта вируса тако и имунског оговора на вирусну инфекцију (278). Из 
јасних разлога већина закључака о утицају ове инфекције на мозак у развоју изведена је на 
основу проучавања екперименталних модела. Инфицирање мишева MCMV-ом првог дана 
живота користи се као модел перинаталне инфекције ЦНС-а код људи. Овако инфицирани 
мишеви развијају виремију и продуктивну инфекцију више органа коју прати јак 
инфламацијски одговор. Продуктивну инфекцију централног нервног система MCMV-ом 
карактерише мултифокални ненекротизујући енцефалитис са значајним развојем 
инфламације и поремећејем у развоју церебелума, али без видљивих неуролошких 
поремећаја у одраслом добу. 
Kaко би се испитао могући утицај неонаталне инфламације, услед инфекције ЦНС-а 
цитомегаловирусом, на развој аутоимунске неуроинфламације коришћени су BALB/c 
мишеви. Овај сој мишева је резистентан на индукцију ЕАЕ пептидом MOG35-55. Животиње 
су инфициране MCMV-ом у прва 24 сата по рођењу, а у 8. недељи живота имунизоване 
пептидом MOG35-55 у комплетном адјувансу. Ова група мишева (MCMV+MOG35-55) је 
развила клиничке знаке болести (Графикон 1), слично скору који се виђа код C57BL/6 соја 
мишева који су иначе осетљиви на индукцију ЕАЕ. Као контролне животиње су коришћени 
BALB/c мишеви имунизовани пептидом MOG35-55 али без претходне инфекције вирусом, 
као и мишеви инфицирани вирусом и нетретиране животиње. Ниједна од контролних група 







Графикон 1. Неонатална MCMV инфекција повећава осетљивост BALB/c мишева на индукцију EAE имунизацијом 
пептидом MOG35-55 . BALB/c мишеви су инфицирани интраперитонеалним апликовањем 200 PFU MCMV-а у шапу и и 
осам недеља касније имунизовани пептидом MOG35-55 у CFA и пертусис токсином (MCMV+MOG35-55). Контролне групе 
су биле: нетретирани мишеви, мишеви имунизовани пептидом MOG35-55 али без претходне вирусне инфекције и мишеви 
са неонаталном MCMV инфекцијом без MOG35-55 имунизације (MCMV). (A) Клинички скор је приказан као средња 
вредност + SE два независна експеримента са укупно 13 мишева по групи.  
 
Анализа броја мононуклеарних ћелија изолованих из ЦНС-а испитиваних група мишева је 
потвдила налазе клиничког скора. Број мононуклеарних ћелија изолованих из ЦНС-а обе 
групе вирусом инфицираних мишева је значајно већи у поређењу са бројем ћелија 
изолованих из ЦНС-а нетретираних мишева. Нема разлике у броју изолованих ћелија 
између групе нетретираних мипева и мишева само имунизованих пептидом MOG35-55 
(Графикон 2). Статистички занчајно већи број мононуклеарних ћелија изолован је из групе 
мишева инфицираних MCMV-ом и имунизованих пептидом MOG35-55 (MCMV+MOG35-55), 
него из ЦНС-а нетретираних, имунизованих пептидом MOG35-55 (р<0.001) и само 





















































Графикон 2. У ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних MCMV–ом у неонаталном периоду и касније имунизованих 
пептидом МOG35-55 присутан је значајан број мононуклеарних ћелија. BALB/c мишеви су инфицирани 
интраперитонеалним апликовањем 200 PFU MCMV-а у шапу и и осам недеља касније имунизовани пептидом MOG35-55 у 
CFA и пертусис токсином (MCMV+MOG35-55). Контролне групе су биле: нетретирани мишеви, мишеви имунизовани 
пептидом MOG35-55 без претходне вирусне инфекције и мишеви са неонаталном инфекцијом MCMV без MOG35-55 
имунизације (MCMV). Приказана је средња вредност броја мононуклеарних ћелија изолованих из ЦНС-а 15 дана по 
имунизацији пептидом MOG35-55 (репрезентативни експеримент, n = 8/групи). Статистичка значајност разлике броја 
изолованих ћелија између наведених група мишева је одређена Student-овим t тестом;*P<0.05, **P<0.005 и ***P<0.001. 
 
Хистолошка анализа препарата мозгова експерименталних животиња показује да су у групи 
MCMV+MOG35-55 мишева присутни веома изражени периваскуларни инфилтрати са 
ширењем у паренхим док су у групи MOG35-55 мишева присутни само појединачни расути 








































































   
 
Слика 1. Интензивни периваскуларни инфилтрати са ширењем у паренхим мозга у групи BALB/c мишева 
инфицираних MCMV-ом у неонаталном периоду и касније имунизованих пептидом МOG35-55. Приказани су 
репрезентативни примери хистологије паренхима мозгова групе MCMV+MOG35-55 и MOG35-55 мишева. Ткиво мозга је 


















4.1.1. BALB/c мишеви инфицирани неонатално МCMV-ом и имунизовани пептидом 
MOG35-55 у адултном добу развијају инфилтрате у ЦНС-у у којима су подједнако 
заступљени CD4+ и CD8+ T ломфоцити 
 
У ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних неонатално МCMV-ом и имунизованих пептидом 
MOG35-55 детектован је приближно исти број CD4+ и CD8+ T лимфоцита, што је различито 
од односа ове две популације ћелија у групи мишева само имунизованих пептидом MOG35-
55 где су CD4+ Т лимфоцити заступљени у двоструко већем броју, а из литературе је познато 
да је овакав однос 2:1 у корист CD4+ Т лимфоцита присутан и у ЦНС-у C57BL/6 мишева 
имунизованих енцефалитогеном. У ЦНС-у мишева само инфицираних MCMV-ом, у 






Графикон 3. У ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних MCMV-ом, у неонаталном периоду, и касније имунизованих 
пептидом МOG35-55 је присутан приближно једнак број CD4+ и CD8+ T лимфоцита. Мононуклеарне ћелије су 
изоловане из ЦНС-а ВALB/c мишева неонатално инфицираних вирусом и имунизованих пептидом MOG35-55 
(MCMV+MOG35-55), само неонатално инфицираних (MCMV), само имунизованих (MOG35-55) и нетретираних, а проточном 
цитометријом је анализирана заступљеност CD4+ и CD8+ T лимфоцита. Приказана је средња вредност броја анализираних 
ћелија + SE апсолутног броја CD4+ и CD8+ T лимфоцита у ЦНС-у из репрезентативног експеримента са укупно 8 мишева 








































Обзиром да је у ЦНС-у мишева неонатално инфицираних вирусом и имунизованих 
пептидом МOG35-55 уочен значајан пораст броја CD8+ T лимфоцита, даље је анализирано да 
ли је ова појава последица реактивације вируса у ЦНС-у коју прати и пораст CD8+ T 
лимфоцита. Проточном цитометријом су међу мононуклеарним ћелијама изолованим из 
ЦНС-а неонатално инфицираних мишева имунизованих пептидом МOG35-55 и из одраслих 
мишева који су само инфицирани вирусом детектоване CD8+ ћелије специфичне за вирусне 





Графикон 4. Имунизација MOG35-55 пептидом не утиче на повећање процента вирус специфичних ћелија у ЦНС-у 
мишева инфицираних MCMV-ом у неонаталном периоду. Приказане су средње вредности + SE процента pp89+ и 
m164+ ћелија у CD45+CD8+ популацији лимфоцита у групама животиња MCMV и MCMV+MOG35-55. (репрезентативни 
експеримент, 8 мишева по групи) 
 
На графикону 4 и слици 2 се јасно уочава да након имунизације енцефалитогеном у ЦНС-у 
нема повећања броја CD8+ лимфоцита специфичних за вирус. Нема значајне разлике 
између MCMV и MCMV+MOG35-55 мишева у проценту pp89+ и m164+ ћелија детектованих 















































































Слика 2. Репрезантативни плотови који приказују проценат лимфоцита специфичних за вирус у оквиру 
CD45+CD8+ популације ћелија у ЦНС-у у групама MCMV и MCMV+MOG35-55. 
 
 
4.1.2. Имунизација мишева, неонатално инфицираних MCMV-ом, пептидом MOG35-55 
покреће значајан инфлукс проинфламацијских Th1, Th17, и Tc17 лимфоцита у ЦНС 
 
Како би се детаљније карактерисали CD4+ и CD8+ лимфоцити детектовани у инфилтратима 
ЦНС-а инфицираних и имунизованих мишева, анализиран је цитокински профил ових 
ћелија као и експресија транскрипционих фактора и хемокинских рецептора који су 
укључени у привлачење ефекторских ћелија у ЦНС. Апсолутни број CD4+Т лимфоцита 
изолованих из ткива ЦНС-а, и то како Th1 које експримирају IFN-γ и TNF-α, тако и Th17 
који експримирају IL-17 (Графикон 5) је значајно већи у групи MCMV+MOG35-55 у 
поређењу са осталим групама мишева, MCMV и нетретираним. Исти резултати су добијени 
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и анализом инфламацијских CD8+Т лимфоцита у ЦНС-у. Број Тc1 ћелија које експримирају 
IFN-γ и TNF-α, као и Тc17 ћелија које експримирају IL-17 је такође значајно већи у групи 
MCMV+MOG35-55 BALB/c у поређењу са осталим групама мишева.  
 
Сличан налаз је добијен и анализом CD4+ и CD8+ лимфоцита који експримирају 
транскрипционе факторе Tbet и RoRγt међу мононуклеарним ћелијама изолованим из ЦНС-
а 15 дана после имунизације пептидом MOG35-55. Апсолутни број CD4+ и CD8+ лимфоцита 
које експримирају маркер Т1 имунског одговора- Tbet, као и апсолутни број ових ћелија 
које експримирају маркер Т17 имунског одговора- RoRγt је статистички значајно већи у 
групи MCMV+MOG35-55 у поређењу са осталим групама мишева (Графикон 6).  
 
У ЦНС-у MCMV групе мишева се уочава повећање апсолутног броја CD8+ лимфоцита које 
екпримирају Tbet и RoRγt у поређењу са групом нетретираних мишева, али се број оваквих 
CD8+ лимфоцита додатно значајно повећава имунизацијом енцефалитогеном. Са друге 
стране у ЦНС-у MCMV мишева скоро и да нема CD4+ лимфоцита које експримирају 
испитиване транскрипционе факторе па је значајно присуство ових ћелија у ЦНС-у у групи 
MCMV+MOG35-55 вероватно последица само имунизације пептидом MOG35-55. 
Статистички значајно већи број CD4+ лимфоцита који екпримирају хемокинске рецепторе 
CXCR3 и CCR6 забележен је међу мононуклеарним ћелијама изолованим из ЦНС-а 
MCMV+MOG35-55 мишева у поређењу са бројем ових ћелија међу мононуклеарним ћелијама 
изолованим из ЦНС-а нетретираних и само вирсуом инфицираних мишева (Графикон 7). 
Апсолутни број CD8+ лимфоцита које експримирају испитиване хемокинске рецепторе 
међу мононуклеарним ћелијама изолованим из ЦНС-а је статистички значајно већи у групи 
неонатално инфицираних и касније енцефалитогеном имунизованих мишева у поређењу са 
нетретираним мишевима, док у поређењу са само вирусом инфицираним мишевима нема 












Графикон 5. Развој EAE код BALB/c мишева инфицираних MCMV-ом у неонталном периоду и имунизованих 
енцефалитогеном је удружен са значајним инфлуксом Th1, Th17 и Tc17 лимфоцита у ЦНС. Приказана је средња 
вредност апсолутног броја + SE CD4+ и CD8+ лимфоцита који експримирају проинфламацијске цитокине TNF-α, IFN-γ и 
IL-17 у популацији мононуклеарних ћелија изолованих из ЦНС-а BALB/c мишева 15 дана по имунизацији пептидом 
MOG35-55 претходно инфицираних MCMV-ом (MCMV+MOG35-55), мишева који су инфицирани MCMV-ом у неонаталном 
периоду а да касније нису имунизовани пептидом MOG35-55 (MCMV) и нетретираних мишева. Статистичка значајност 
























































































































































Графикон 6. Развој EAE код BALB/c мишева инфицираних MCMV-ом у неонталном периоду и имунизованих 
енцефалитогеном је удружен са значајним повећањем лимфоцита који експримирају транскрипционе факторе 
маркере Т1 и Т17 имунског одговора у ЦНС-у. Приказан је апсолутни број + SE CD4+ и CD8+ лимфоцита који 
експримирају транскрипционе факторе Tbet и RoRγt, у популацији мононуклеарних ћелија изолованих из ЦНС-а BALB/c 
мишева 15 дана по имунизацији пептидом MOG35-55 претходно инфицираних MCMV-ом у неонаталном периоду 
(MCMV+MOG35-55), мишева који су инфицирани MCMV-ом у неонаталном периоду а да касније нису имунизовани 
пептидом MOG35-55 (MCMV) и нетретираних мишева. Статистичка значајност разлике у броју испитиваних ћелија међу 
наведеним групама мишева је одређена Student-овим t тестом; *P<0.05, **P<0.01. Приказани су резултати из 






































































































Графикон 7. Развој EAE код BALB/c мишева инфицираних MCMV-ом у неонталном периоду и имунизованих 
енцефалитогеном је удружен са значајним повећањем броја лимфоцита који експримирају Т1/Т17 хемокинске 
рецепторе у ЦНС-у. Приказани су апсолутни бројеви + SE CD4+ и CD8+ лимфоцита који експримирају хемокинске 
рецепторе CXCR3 и CCR6 у популацији мононуклеарних ћелија изолованих из ЦНС-а BALB/c мишева 15 дана по 
имунизацији пептидом MOG35-55 који су претходно инфицирани MCMV-ом у неонаталном периоду (MCMV+MOG35-55), 
мишева који су инфицирани MCMV-ом у неонаталном периоду а да касније нису имунизовани пептидом MOG35-55 
(MCMV) и нетретираних мишева. Статистичка значајност разлике у броју изолованих ћелија међу наведеним групама 
мишева је одређена Student-овим t тестом; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005. Приказани су резултати из репрезентативног 



































































































4.2. Инфекција BALB/c мишева MCMV-ом у адултном добу прекида резистенцију на 
развој ЕАЕ изазваног пептидом MOG35-55  
 
Како је показано да инфекција MCMV-ом у неонаталном добу омогућава развој ЕАЕ код 
мишева иначе резистентних на индукцију ове болести пептидом MOG35-55, а како је у општој 
популацији инфекција CMV-ом много чешћа у адултном добу, желели смо да испитамо и 
утицај такве инфекције на осетљивост BALB/c мишева на индукцију ЕАЕ. Да бисмо 
испитали могућу улогу инфекције CMV-ом у адултном добу у патогенези ЕАЕ, BALB/c 
мишеве смо имунизовали пептидом MOG35-55 10 дана после инфекције вирусом. За процену 
развоја болести као контролне животиње коришћени су претходно неинфицирани C57BL/6 
мишеви, иначе осетљиви на развој ЕАЕ након имунизације пептидом MOG35-55 као и 
неинфицирани BALB/c мишеви. Развој ЕАЕ je еваулиран свакодневним праћењем 
клиничких знакова болести. Анализом клиничког скора показано је да BALB/c мишеви 
имунизовани пептидом MOG35-55 не развијају клиничке знаке болести, док BALB/c мишеви 
инфицирани вирусом развијају типичне клиничке знаке EAE који се не разликују од болести 
која се развија код осетљивих C57BL6 мишева (Графикон 8А). Мишеви инфицирани 
вирусом и имунизовани пептидом MOG35-55 су као и C57BL/6 мишеви постепено развили 
парезу и парализу задњих, затим и предњих екстремитета са кулминацијом 14. дана од 
имунизације после чега се постепено опорављају. Средња вредност максималног клиничког 
скора указује да су инфицирани BALB/c мишеви развили јаку болест (Графикон 8Б). Веома 
изражена болест коју су развили инфицирани BALB/c мишеви се огледа и у укупном броју 
мононуклеарних ћелија изолованих из ЦНС-а који је статистички значајно већи у поређењу 
са бројем ћелија изолованих из ЦНС-а BALB/c мишева који су једино имунизовани MOG35-
55 пептидом. На Графикону 8В који приказује укупан број мононуклеарних ћелија 
изолованих из ткива мозга и кичмене мождине, јасно се уочава да је у централном нервном 
систему мишева који су развили клиничке знаке ЕАЕ (BALB/c MCMV+MOG) број 
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Графикон 8. BALB/c мишеви инфицирани MCMV и имунизовани пептидом MOG35-55 развијају EAE. Осам недеља 
стари BALB/c мишеви су инфицирани вирусом апликацијом 105 MCMV-а у шапу и за десет дана имунизовани пептидом 
MOG35-55 у комплетном адјувансу (BALB/c MCMV+MOG35-55). Контролне групе мишева C57BL/6 и BALB/c су 
имунизоване пептидом MOG35-55 у адјувансу без претходне инфекције (C57BL/6 MOG35-55 и BALB/c MOG35-55); А) 
Клинички скор је приказан као средња вредност + SE четири независна експеримента са укупно 29 мишева по групи; Б) 
Средња вредност максималног клиничког скора 15 дана по индукцији ЕАЕ (четири различита експеримента, 29 мишева 
по групи); В) Средња вредност броја мононуклеарних ћелија изолованих из ЦНС-а BALB/c MCMV+MOG35-55 и BALB/c 
MOG35-55 мишева (три независна експеримента, 24 миша по групи). Статистичка значајност разлике средње вредности 




















































































































































Хистолошка анализа. У исечцима ткива мозга и кичмене мождине BALB/c мипева 
инфицираних вирусом и имунизованих пептидом MOG35-55 су уочени изражени 
мононуклеарни инфилтрати. Средња вредност хистолошког скора у мозгу и кичменој 
мождини је статистички значајно већа (р<0.05) у групи инфицираних и имунизованих 
BALB/c мишева у поређењу са вредностима у групи мишева који су само имунизовани 





Графикон 9. У ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних вирусом и имунизованих пептидом МOG35-55 је присутан 
значајан инфламацијски инфилтрат. Ткиво мозга и кичмене мождине BALB/c MCMV+MOG и BALB/c MOG мишева 
је екстирпирано 15 дана после имунизације пептидом MOG35-55, исечци дебљине 5 µm су обојени техником хематоксилин-
еозин, а анализирано је 5 исечака по животињи. Приказан је хистолошки скор (средња вредност + SЕ) из два независна 
експеримента са укупно 8 мишева по групи. Статистичка значајност разлике хистолошких карактеристика болести између 
BALB/c MCMV+MOG и BALB/c MOG мишева је одређена Student-овим t тестом; *P<0.05. 
 
 
У мозгу и кичменој мождини BALB/c мишева који су само имунизовани пептидом MOG35-
55 детектоване су само појединачне мононуклеарне ћелије (Слика 3 и 4). У групи BALB/c 
мишева само инфицираних вирусом су уочени умерени периваскуларни инфилтрати само 
у можданом стаблу. Међутим BALB/c мишеви који су инфицирани MCMV-ом 10 дана пре 
имунизације пептидом MOG35-55 су развили субарахноидне и периваскуларне инфилтрате у 
кортексу мозга, у можданом стаблу и церебелуму са ширењем у паренхим (Слика 3) и 























































































Слика 3: Хистологија кортекса мозга, можданог стабла и церебелума 15 дана од имунизације MOG35-55 пептидом 
BALB/c мишева инфицираних вирусом 10 дана пре имунизациије (BALB/c MCMV+MOG35-55), BALB/c мишева само 
инфицираних вирусом (BALB/c MCMV) и BALB/c мишева само имунизованих енцефалитогеном (BALB/c MOG). 
Ткиво мозга је екстирпирано 15 дана после имунизације пептидом MOG35-55, односно 25 дана од инфекције вирусом и 
исечци дебљине 5 µm су обојени техником хематоксилин-еозин. Приказани су репрезентативни исечци: кортекс мозга (a), 
мождано стабло (б), церебелум (ц) BALB/c MCMV+MOG35-55; кортекс мозга (d), мождано стабло (e), церебелум (f) BALB/c 
MCMV инфицираних мишева (BALB/c MCMV); кортекс мозга (g), мождано стабло (h), церебелум (i) BALB/c MOG35-55 
мишева.  
 
Имунохистохемијско бојење исечака ЦНС-а указује на присуство CD3+ позитивних 
лимфоцита у инфилтратима мишева инфицираних MCMV-ом и имунизованих пептидом 
MOG35-55, чиме је потврђена инфламацијска природа инфилтрата, а репрезентативни исечци 
кичмене мождине су приказани на Слици 5. У исечцима кичмене мождине мишева само 
инфицираних вирусом и мишева само имунизованих пептидом MOG35-55 су присутне ретки 























Слика 4: Хистологија кичмене мождине 15 дана од имунизације пептидом MOG35-55 BALB/c мишева инфицираних 
вирусом 10 дана пре имунизациије (BALB/c MCMV+MOG35-55), BALB/c мишева само инфицираних вирусом 
(BALB/c MCMV) и BALB/c мишева само имунизованих енцефалитогеном (BALB/c MOG). Ткиво кичмене мождине 
је екстирпирано 15 дана после имунизације пептидом MOG35-55, односно 25 дана од инфекције вирусом и исечци дебљине 
5 µm су обојени техником хематоксилин-еозин. Приказани су репрезентативни примери кичмене мождине BALB/c 






Слика 5. Имунохистохемијско бојење препарата кичмене кождине. CD3+ ћелије су присутне у инфилтратима у 
кичменој мождини BALB/c MCMV+MOG35-55 мишева 15 дана после имунизације. Стрелице на сликама лево означавају 






4.3. Постоји значајна разлика у заступљености субпопулација мононуклеарних 
ћелија у ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних MCMV-ом и имунизованих пептидом 
MOG35-55 и мишева само имунизованих пептидом MOG35-55  
 
Анализе исечака мозга и кичмене мождине указују на постојање инфилтрата у ЦНС-у 
BALB/c мишева инфицираних вирусом и имунизованих пептидом MOG35-55 (Слика 3), што 
је потврђено и анализирањем укупног броја мононуклеарних ћелија изолованих из мозга и 
кичмене мождине (Графикон 8В). Даљом анализом је испитан ћелијски састав инфилтрата. 
Фенотипска карактеризација инфилтришућих ћелија у мозгу је показала постојање 
статистички значајне разлике (p<0.001) у броју CD4+ и CD8+лимфоцита између 
MCMV+MOG35-55 и MOG35-55 групе BALB/c мишева. Слично типичном EAE код C57BL/6 
мишева, у ЦНС-у у групи MCMV+MOG35-55 мишева, број CD4+ T лимфоцита је статистички 
значајно већи (p<0.001) него број CD8+ T лимфоцита, у поређењу са групом MOG35-55 




Графикон 10. У ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних MCMV-ом и имунизованих пептидом МOG35-55 присутан је 
значајан број CD4+T и CD8+T лимфоцита. Осам недеља стари BALB/c мишеви су инфицирани MCMV-ом и две недеље 
касније имунизовани пептидом MOG35-55. За 15 дана је урађена перфузија, а по уклањању мозга и кичмене мождине су 
изоловане мононуклеарне ћелије из ткива ЦНС-а. Приказан је укупан број CD45+CD4+, CD45+CD8+ ћелија из три 
независна експеримента са укупно 22 миша по групи. Статистичка значајност разлике броја изолованих ћелија између 


































4.4. У ЦНС-у мишева инфицираних вирусом који развијају ЕАЕ су присутни T1/T17 
CD4+ и CD8+ T лимфоцити  
 
Даље је испитано да ли у ЦНС-у MCMV+MOG35-55 мишева у време максималног 
испољавања болести постоје евентуалне разлике у процентуалној заступљености и броју 
појединих ћелијских популација које имају улогу у патогенези ЕАЕ у поређењу са групом 
MOG35-55 мишева. ЕАЕ код BALB/c мишева инфицираних MCMV-ом и касније 
имунизованих MOG35-55 пептидом удружен је са инфлуксом Th1, Th17, Tc17 лимфоцита у 
ЦНС. Међу мононуклеарним ћелијама изолованим из ЦНС-а MCMV+MOG35-55 мишева је у 
поређењу са ћелијама изолованим из ЦНС-а групе MOG35-55 мишева детектован већи 
проценат (Слика 6) и статистички значајно већи број (Графикон 11) Th1 и Th17 ћелија, као 
и Tc1 и Tc17 ћелија, тј CD4+ и CD8+ Т лимфоцита који интрацелуларно експримирају 
проинфламацијске цитокине TNF-α, IFN-γ, IL-17.   
Сличне резултате показује и анализа експресије транскрипционих фактора и хемокинских 
рецептора, маркера T1 и T17 одговора, у мононуклеарним ћелијама изолованим из ЦНС-а 
MCMV+MOG35-55 и MOG35-55 мишева. Тако је детектован статистички значајно већи 
(р<0.01) број CD4+ и CD8+ лимфоцита које експримирају транскрипционе факторе, Tbet и 
RORγt (Графикон 12) и хемокинске рецепторе CXCR3 и CCR6 (Графикон 13) у групи 
















Слика 6. У ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних вирусом и имунизованих пептидом МOG35-55 присутан је значајан 
проценат CD4+и CD8+T лимфоцита који продукују Т1/Т17 цитокине. Приказани су репрезентативни FACS плотови 
који приказују проценат CD4+ IFN-γ+, CD4+TNF-α+, CD4+IL-17+, CD8+ IFN-γ+, CD8+TNF-α+ и CD8+IL-17+ ћелија из 


























Графикон 11. У ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних вирусом и имунизованих пептидом МOG35-55 присутан је 
значајан број CD4+и CD8+T лимфоцита који продукују Т1/Т17 цитокине. Изоловане мононуклеарне ћелије су 
рестимулисанe ex vivo PMA и јономицином пре интрацелуларног бојења и анализе проточном цитометријом. Приказан је 
апсолутни број (средња вредност+SE) CD4+ IFN-γ+, CD4+TNF-α+, CD4+IL-17+, CD8+ IFN-γ+, CD8+TNF-α+ и CD8+IL-
17+ ћелија из три независна експеримента са укупно 22 миша по групи. Статистичка значајност разлике броја изолованих 







































































































































Графикон 12. У ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних вирусом и имунизованих пептидом МOG35-55 присутан је 
значајан број CD4+и CD8+T лимфоцита који експримирају Т1/Т17 транскрипционе факторе. Мононуклеарне ћелије 
су изоловане из ЦНС-а и анализиране проточном цитометријом. Приказан је укупан број CD8+ и CD4+ ћелија које 
експримирају транскрипционе факторе Tbet и RORγt из три независна експеримента са укупно 22 миша по групи. 
Статистичка значајност разлике броја изолованих ћелија између BALB/c MCMV+MOG и BALB/c MOG мишева мишева је 









































































Графикон 13. У ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних вирусом и имунизованих пептидом МOG35-55 присутан је 
значајан број CD4+и CD8+T лимфоцита који експримирају Т1/Т17 хемокинске рецепторе. Мононуклеарне ћелије су 
изоловане из ЦНС-а и анализиране проточном цитометријом.Приказан је апсолутни број CD8+ и CD4+ ћелија које 
експримирају хемокинске рецепторе CXCR3 и CCR6 из три независна експеримента са укупно 22 миша по групи. 
Статистичка значајност разлике броја изолованих ћелија између BALB/c MCMV+MOG и BALB/c MOG мишева мишева 





































4.5. Присуство CD4+ лимфоцита је неопходно за развој неуроинфламације у групи 
BALB/c мишева инфицираних MCMV-ом и имунизованих пептидом MOG35-55  
 
 
Како би потврдили да је болест коју добијају BALB/c мишеви инфицирани вирусом и 
имунизовани MOG35-55 пептидом аутоимунска, тј да развој саме болести зависи од 
присуства CD4+Т лимфоцита, праћен је развој болести код мишева инфицираних вирусом 
којима су дан пре и пет дана по имунизацији MOG35-55 пептидом применом моноклонског 
антитела уклоњени CD4+Т лимфоцити. Контролној групи мишева је по инфекцији MCMV-
ом, пре и по имунизацији MOG35-55 пептидом апликован физиолошки раствор уместо 
деплетирајућег анти-CD4 антитела. Свакодневним праћењем клиничких манифестација 
болести јасно је уочено да једино мишеви инфицирани MCMV-ом и имунизовани MOG35-55 
пептидом без претходне деплеције CD4+Т лимфоцита развијају болест, односно да 
деплеција CD4+ ћелија код MCMV инфицираних мишева укида осетљивост на болест 
индуковану MOG35-55 пептидом (Графикон 14), и да ови мишеви не развијају клиничке 
манифестације болести. Овај налаз указује да без CD4+Т лимфоцита нема развоја болести 
што указује на аутоимунску природу болести коју добијају BALB/c мишеви инфицирани 



















Графикон 14. Развој болести коју добијају BALB/c мишеви инфицирани вирусом и имунизовани пептидом МOG35-
55 у потпуности зависи од присуства CD4+лимфоцита. CD4+ лимфоцити су деплетирани девет дана по MCMV 
инфекцији (дан пре имунизације MOG35-55 пептидом) и пет дана по имунизацији MOG35-55 пептидом (анти-CD4 антитела). 
Контролни мишеви су инфицирани и имунизовани али су примили физиолошки раствор уместо деплетирајућег антитела. 
Приказани су EAE скорови до 22 дана по индукцији EAE код групе животиња са анти-CD4 деплетирајућим антителима и 
групе која је примила физиолошки раствор. Клинички скор је приказан као средња вредност + SE једног експеримента са 
укупно 5 мишева по групи 
 
 
4.6. CD8+ ћелије играју улогу у развоју аутоимунске неуроинфламације код BALB/c 
мишева инфицираних MCMV-ом и имунизованих пептидом MOG35-55  
 
Пошто је уочено да је у ЦНС-у BALB/c мишева који развијају ЕАЕ (инфицирани MCMV-
ом и имунизовани пептидом MOG35-55) присутан значајан број инфламацијских CD8+ 
лимфоцита, нарочито оних који експримирају маркере Т1 имунског одговора (IFN-γ, 

























































Графикон 15. У ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних вирусом и имунизованих пептидом МOG35-55 је присутан 
значајан број CD8+T лимфоцита који експримирају маркере цитолитичке активности. Приказани су проценат и број 
CD8+ гранзим B+ и CD8+ перфорин+ лимфоцита међу монуклеарима изолованим из ЦНС-а 15 дана по имунизацији 
пептидом MOG35-55 из групе BALB/c мишева који су инфицирани MCMV-ом десет дана пре имунизације (MCMV+MOG35-
55) и групе само имунизованих BALB/c мишева (MOG35-55). Проценат и број изолованих ћелија је приказан као средња 
вредност + SE из два одвојена независна експеримента са укупно 14 мишева по групи. Статистичка значајност разлике 
процента и броја перфорин и гранзим В+ изолованих цитотоксичких ћелија између BALB/c MCMV+MOG и BALB/c MOG 

















































































Анализа експресије маркера цитолитичке активности CD8+ лимфоцита међу 
мононуклеарним ћелијама изолованим из ЦНС-а, гранзима В и перфорина, показује да је 
значајно већи проценат и број изолованих цитотоксичких CD8+ ћелија у групи 
MCMV+MOG35-55 BALB/c мишева у поређењу са MOG35-55 мишевима (Графикон 15). 
Како би се испитало да ли у ЦНС-у мишева који су развили неуроинфламацију има ћелија 
специфичних за MOG35-55 и индиректно одредио проценат MOG35-55 специфичних CD4+ и 
CD8+ лимфоцита, урађен је IFN-γ есеј. Мононуклеарне ћелије изоловане из ЦНС-а 
MCMV+MOG35-55 BALB/c, MOG35-55 BALB/c и MOG35-55 C57BL/6 мишева су ex vivo 
рестимулисане пептидом MOG35-55 па је одређен је проценат CD4+ и CD8+ лимфоцита који 
експримирају IFN-γ. Значајно већи проценат CD4+ (р<0.01) и CD8+ (р<0.05) лимфоцита 
изолованих из ЦНС-а MCMV+MOG35-55 мишева, у поређењу са BALB/c мишевима, је 
одговорио на ex vivo рестимулацију пептидом MOG35-55 експресијом проинфламацијског 
цитокина IFN-γ, што указује да је у групи MCMV+MOG35-55 мишева присутно значајно више 
лимфоцита пецифичних за MOG35-55 с (Графикон 16). Код MOG35-55 BALB/c мишева готово 
да нема одговора на рестимулацију MOG35-55 пептидом. У групи C57BL/6J мишева, иначе 
осетљивих на развој ЕАЕ по имунизацији MOG35-55 пептидом, на ex vivo рестимулцију 
MOG35-55 пептидом постоји одговор само CD4+ лимфоцита што значи да код C57BL/6J 
мишева са развијеним ЕАЕ у ЦНС-у скоро да нема CD8+Т лимфоцита специфичних за 
MOG35-55 , односно да нема одговора CD8+Т лимфоцита на рестимулацију MOG35-55 
пептидом. Нема разлике у проценту CD4+ лимфоцита који експримирају IFN-γ после 
рестимулације MOG35-55 пептидом између групе MCMV+MOG35-55 BALB/c и MOG35-55 
C57BL/6 мишева, док је проценат CD8+Т лимфоцита који на рестимулацију MOG35-55 
пептидом продукују IFN-γ статистички значајно већи (р<0.01) у групи MCMV+MOG35-55 
BALB/c у поређењу са групом MOG35-55 C57BL/6 мишева (Графикон 16). Овај налаз указује 
да CD8+Т лимфоцити играју значајну улогу у патогенези аутоимунске неуроинфламације у 











Графикон 16. У инфилтратима ЦНС-а BALB/c мишева који развијају болест присутан је значајан проценат 
аутореактивних CD8+Т лимфоцита. Проценат CD4+ и CD8+ лимфоцита који експримирају IFN-γ, pp89 и m164 у 
популацији CD8+ лимфоцита након in vitro рестимулације MOG35-55 пептидом мононуклеарних ћелија изолованих из 
ЦНС-а MCMV+MOG35-55 BALB/c, MOG35-55 BALB/c и MOG35-55 C57BL/6 мишева 15 дана после имунизације. Проценти су 
приказани као средња+SE (репрезентативни експеримент од по 6 мишева по групи). У анализи је коришћен Student t-test 


















































































Што је још важније, бојење тетрамерима којима се детектују ћелије специфичне за вирусне 
епитопе pp89 и m164, указује да IFN-γ позитивни CD8+ лимфоцити у групи MCMV+MOG35-
55 BALB/c мишева по рестимулацији MOG35-55 пептидом нису специфични за ове вирусне 
епитопе (Слика 7). Овај налаз указује да су међу инфламацијским CD8+ лимфоцитима у 
инфилтратима присутним у ЦНС-у мишева који развијају неуроинфламацију после вирусне 
инфекције присутне MOG35-55 специфичне што указује да CD8+ лимфоцити доприносе 





Слика 7. CD8+ Т лимфоцити изоловани из ЦНС-а BALB/c мишева инфицираних вирусом и имунизованих МOG35-
55 пептидом који после in vitro рестимулације МOG35-55 пептидом продукују IFN-γ нису специфични за вирусне 
епитопе pp89 и m164. Приказани су репрезентативни FACS плотови који приказују проценат IFN-γ+ вирусни епитоп+ 
ћелија у популацији CD4+ лимфоцита. Мононуклеарне ћелије су изоловане из ЦНС-а MCMV+MOG35-55 BALB/c, MOG35-




























Како би се испитало да ли и дуготрајна хронична непродуктивна MCMV инфекција може 
да утиче на настанак EAE, BALB/c мишеви су имунизовани пептидом MOG35-55 три месеца 
(90 дана) по инфекцији MCMV-ом у адултном периоду. Праћене су клиничке 
манифестације ЕАЕ 60 дана. Инфицирани мишеви су развили клиничке знаке EAE док 
мишеви који су само имунизовани енцефалитогеном нису. Мишеви са хроничном 
непродуктивном MCMV инфекцијом су почели да манифестују знаке EAE шест дана по 
имунизацији MOG35-55 пептидом што је раније у поређењу са појавом болести код C57BL/6 
мишева имунизованих на исти начин, као и у поређењу са почетком болести код BALB/c 
мишева који су имунизовани MOG35-55 пептидом на самом почетку хроничне фазе MCMV 
инфекције; максимални клинички скор су достигли 15 дана по имунизацији и имали су 





Графикон 17. BALB/c мишеви са латентном MCMV инфекцијом развијају EAE По инфекцији мишева 
цитомегаловирусом и имунизацији пептидом MOG35-55 три месеца касније, праћен је клинички ток болести 60 дана. 
Приказане су средње вредности клиничког скора 60 дана по имунизацији MOG35-55 пептидом у MCMV+MOG35-55 групи и 













































Хронична болест је потврђена хистолошком анализом. Периваскуларни инфилтрати су 
детектовани у кичменој мождини мишева са хроничном непродуктивном MCMV 






Слика 8. Дуготрајно перзистурање периваскуларних инфилтрата у кичменој мождини мишева имунизованих 
MOG35-55 пептидом у фази хроничне непродуктивне инфекције. Репрезентативни примери исечака кичмене мождине 
60 дана по имунизацији MOG35-55 пептидом у MCMV+MOG35-55 групи (a-c) и MOG35-55 групи (d-f). C) Приказани примери 












Међу ћелијама изолованим из мозгова BALB/c мишева, који су три месеца по инфекцији 
MCMV-ом имунизовани MOG35-55 пептидом и два месеца касније жртвовани, а потом in 
vitro рестимулисаним ћелија, пептидом MOG35-55, већи је проценат CD4+ и CD8+ ћелија које 
садрже инфламацијске цитокине IL-17 и IFN-γ, у поређењу са стимулисаним ћелијама 
изолованим из BALB/c мишева само имунизованих пептидом MOG35-55 (Слика 9).  
 
Слика 9 
Слика 9. Репрезентативни примери проточне цитометрије приказују проценат IL-17 и IFN-γ експримирајућих CD4+ и 
CD8+ лимфоцита међу мононуклеарима изолованим из мозгова 60 дана по имунизацији MOG35-55 пептидом. 
На основу наведеног се закључује да BALB/c мишеви са латентном MCMV инфекцијом 





4.8. Инфекција MCMV-ом конвертује микроглију у М1 фенотип 
 
Пошто MCMV инфекција BALB/c мишева узрокује системску инфламацију, а познато је да 
се системска инфламација одражава на функционалани статус микроглије, испитани су 
ефекти MCMV инфекције на фенотип антиген презентујућих ћелија у ЦНС-у. Анализирана 
је експресија маркера класичне (CD11c) и алтернативне активације (CD206) у популацији 
микроглије (CD45intCD11b+) у мононуклеарним ћелијама изолованим из: здравих мишева, 
мишева имунизованих пептидом MOG35-55, инфицираних MCMV-ом и инфицираних 
MCMV-ом и десет дана касније имунизованих MOG35-55 пептидом. Као што је приказано на 
Графикону 18 микроглија мишева који су инфицирани вирусом у адултном периоду без 
накнадне имунизације енцефалитогеном као и групе мишева инфицираних и имунизованих 
пептидом MOG35-55 је имала проинфламацијски M1 фенотип. Значајно већи проценат CD11c 
експримирајућих ћелија у популацији микроглије је био у обе групе инфицираних мишева 
у поређењу са здравим и мишевима само имунизованим MOG35-55 пептидом.  
На другој страни највећи проценат M2 микроглије (тип 2), CD206 експримирајућа 
микроглија, је био код MOG35-55 BALB/c мишева. Већи проценат M2 микроглије је откривен 
у групи MCMV+MOG35-55 мишева у поређењу са здравим и MCMV инфицираним 
мишевима, али мањи у поређењу са групом мишева само имунизованих MOG35-55 пептидом. 
Већи проценат M2 микроглије код мишева који развијају болест и то у време максималног 
испољавања болести може да буде компензаторни механизам који претходи атенуацији 
болести.  
Значи, у групи мишева само инфицираних вирусом у адултном периоду значајно је већи 
проценат М1 микроглије, док је у групи мишева имунизованих пептидом MOG35-55 највећи 
проценат М2 микроглије, тако рећи нема М1 микроглије. 
Вирусна инфекција конвертује микроглију из М2 у М1 фенотип, али је нешто више М2 












Графикон 18. Инфекција цитомегаловирусом индукује развој М1 микроглије код BALB/c мишева. Приказани су 
проценти CD11c+ (М1) и CD206+ (М2) ћелија у популацији микроглије CD11b+CD45med у ЦНС-у BALB/c мишева 15 дана 
по имунизацији пептидом MOG35-55, односно 25 дана по инфекцији вирусом. Статистичка значајност разлике у броју 
изолованих ћелија међу наведеним групама мишева је одређена Student-овим t тестом; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005. 




























































































4.9. Имунизација енцефалитогеном после инфекције MCMV-ом је праћена значајним 
повећањем целуларности дренирајућих лимфних чворова и повећањем броја Т 
лимфоцита у њима 
 
Показано је да инфекција MCMV-ом укида резистенцију BALB/c мишева на индукцију 
ЕАЕ, након имунизације пептидом MOG35-55, карактерисани су инфилтрати у ЦНС-у па је 
следећи корак био да се испита утицај вирусне инфекције на фазу индукције болести. 
Анализиран је састав мононуклеарних ћелија добијених из ингвиналних лимфних чворова 
BALB/c мишева два дана по имунизацији пептидом MOG35-55 и 12 дана по вирусној 
инфекцији (MCMV+MOG35-55). Контролне групе су биле: BALB/c мишеви који су само 






Графикон 19. Дренирајући лимфни чворови мишева који развијају ЕАЕ су најцелуларнији. Изоловане су 
мононуклеарне ћелије из дренирајућих ингвиналних лимфних чворова BALB/c MCMV (12 дана по инфекцији вирусом), 
BALB/c MCMV+MOG35-55 (12 дана по инфекцији вирусом и 2 дана по имунизацији пептидом MOG35-55) и BALB/c MOG35-
55 мишева (2 дана по имунизацији MOG35-55 пептидом). Број изолованих мононуклеарних ћелија је добијен појединачно за 
сваког миша бројањем у Neubauer-ов комори након бојења трипан плавим. Приказана је средња вредност броја + SE 
изолованих мононуклеаних ћелија из репрезентативног експеримента са 8 мишева у свакој групи. Статистичка значајност 

















































































Вирусна инфекција је утицала на значајно повећање регионалних лимфних чворова. Број 
изолованих мононуклеарних ћелија из ингвиналних лимфних чворова обе групе BALB/c 
мишева инфицираних MCMV-ом је већи у поређењу са бројем ових ћелија изолованих из 
лимфних чворова мишева имунизованих само пептидом MOG35-55 (Графикон 19). Међутим, 
овај број је достигао статистичку значајност (р<0.05) само за групу животиња MCMV+MOG 





    
 
Графикон 20. Имунизација пептидом MOG35-55 након вирусне инфекције значајно повећава број CD4+TCR+ и 
CD8+TCR+ лимфоцита у регионалним лимфним чворима. Изоловане су мононуклеарне ћелије из регионалних 
ингвиналних лимфних чворова BALB/c MCMV (12 дана по инфекцији вирусом), BALB/c MCMV+MOG35-55 (12 дана по 
инфекцији вирусом и 2 дана по имунизацији MOG35-55 пептидом) и BALB/c MOG35-55 мишева (2 дана по имунизацији 
MOG35-55 пептидом) и проценат CD4+TCR+ и CD8+TCR+ ћелија је анализиран проточном цитометријом при чему су 
проценти израчунати као средња вредност појединачних процената добијених по мишу. Број изолованих CD4+TCR+ и 
CD8+TCR+ ћелија је добијен појединачно за сваког миша. Приказана је средња вредност процента и броја + SЕ изолованих 
CD4+TCR+ и CD8+TCR+ ћелија из репрезентативног експеримента са 8 мишева у свакој групи. Статистичка значајност 


















































































Пошто је за иницијалне фазе развоја ЕАЕ кључно присуство CD4+ Т лимфоцита, а сама 
вирусна инфекција активира CD8+ лимфоците анализирано је присуство ових ћелија у 
дренирајућим, ингвиналним лимфним чворовима све три групе мишева. Нема статистички 
значајне разлике у проценту CD4+TCR+ лимфоцита у ингвиналним лимфним чворовима 
међу групама MCMV+MOG35-55, MCMV и MOG35-55. Вирусна инфекција није утицала на 
повећање процента ових ћелија у регионалном лимфном чвору али је број CD4+TCR+ 
лимфоцита највећи у групи MCMV+MOG35-55, статистички значајно већи (р<0.05) у 
поређењу са остале две групе мишева (Графикон 20). Исти резултати су добијени и 

























4.10. Инфекција MCMV-ом и имунизација енцефалитогеном BALB/c мишева је 
праћена индукцијом развоја проинфламацијских Т лимфоцита у дренирајућим 
лимфним чворовима у раној фази индукције ЕАЕ 
 
Даља анализа фенотипских карактеристика Т лимфоцита је показала да је апсолутни број 
CD4+Т лимфоцита који експримирају Tbet, маркер Тh1 лимфоцита, и RoRγt, маркер Тh17 
лимфоцита, статистички значајно већи (р<0.05) у лимфним чворовима мишева два дана 
после имунизације енцефалитогеном и 12 дана после инфекције вирусом у поређењу са 
групом мишева само инфицираних вирусом као и групом само MOG35-55 имунизованих 
мишева (Графикон 21). Иста разлика међу групама је забележена и анализом апсолутног 
броја CD8+Тbet+ и CD8+RoRγt+ ћелија у лимфним чворовима испитиваних мишева 
(Графикон 21).  
Вирусна инфекција може да изазове повећање експресије NKG2D, молекула који појачава 
ефекторске функције самих ћелија које га експримирају, на различитим популацијама 
ћелија, између осталих и на CD8+ лимфоцитима, па ја анализирано присуство CD8+ ћелија 
које експримирају овај маркер у лимфним чворовима MCMV+MOG35-55, MCMV и MOG35-
55 мишева у фази индукције болести. Како се уочава на Графикону 22 проценат CD8+ 
NKG2D+ ћелија је статистички значајно већи у обе групе мишева које су инфициране 
вирусом MCMV+MOG35-55 (р<0.05) и MCMV (р<0.005) у поређењу са мишевима само 
имунизованих пептидом MOG35-55. Проценат CD8+ NKG2D+ ћелија је највећи у групи 
MCMV али та разлика у поређењу са другом групом инфицираних мишева који су 10 дана 
после инфекције имунизовани енцефалитогеном није статистички значајна (Графикон 22). 
Међутим, број CD8+ NKG2D+ ћелија је највећи у групи MCMV+MOG35-55. Апсолутни број 
CD8+ NKG2D+ ћелија је најамњи у групи MOG35-55 и та разлика је статистички значајна и 















Графикон 21. У групи мишева инфицираних вирусом и имунизованих пептидом MOG35-55 број изолованих CD4+T 
лимфоцита је статистички значајно мањи у односу на друге групе мишева али је зато број изолованих и CD4+T и 
CD8+T лимфоцита статистички значајно већи у односу на мишеве који су само имунизовани MOG35-55 пептидом. 
Изоловане су мононуклеарне ћелије из регионалних лимфних чворова BALB/c MCMV (12 дана по инфекцији вирусом), 
BALB/c MCMV+MOG35-55 (12 дана по инфекцији вирусом и 2 дана по имунизацији пептидом MOG35-55) и BALB/c MOG 
мишева (2 дана по имунизацији пептидом MOG35-55) и број CD4+ и CD8+ лимфоцита који су Tbet+ и RORγt+ је анализиран 
проточном цитометријом при чему су бројеви израчунати као средња вредност појединачних процената добијених по 
мишу. Број изолованих CD4+ и CD8+ ћелија које су Tbet+ и RORγt+ је добијен појединачно за сваког миша. Приказана је 
средња вредност процента и броја + SD изолованих CD4+ и CD8+ ћелија Tbet+ и RORγt+ из репрезентативног 
експеримента са 8 мишева у свакој групи. Статистичка значајност разлике броја испитиваних ћелија међу групама је 










































































































Графикон 22. MCMV+MOG35-55 BALB/c мишеви имају највећи број CD8+ NKG2D+ ћелија у дренирајућем лимфном 
чвору. Изоловане су мононуклеарне ћелије из регионалних лимфних чворова BALB/c MCMV (12 дана по инфекцији 
вирусом), BALB/c MCMV+MOG (12 дана по инфекцији вирусом и 2 дана по имунизацији пептидом MOG35-55) и BALB/c 
MOG мишева (2 дана по имунизацији MOG35-55 пептидом) и проценат CD8+Т ћелија које су NKG2D+ је анализиран 
проточном цитометријом при чему су проценти израчунати као средња вредност појединачних процената добијених по 
мишу. Број изолованих CD8 Т ћелија које су NKG2D+ је добијен појединачно за сваког миша бројањем у Neubauer-ов 
комори након бојења трипан плавим. + SD изолованих CD8 Т лимфоцита које су NKG2D+ из репрезентативног 
експеримента са 8 мишева у свакој групи. Статистичка значајност разлике процента и броја испитиваних ћелија међу 
групама је одређена Student-овим t тестом. *P<0.05, **P<0.005.  
 
 
У иницијалној фази развоја имунског одговора на вирусну инфекцију прво се активирају 
NK ћелије које продукују проинфламацијске цитокине који доприносе активацији 
дендритских ћелија. Међутим одговор NK ћелија BALB/c мишева на MCMV инфекцију је 
због одсуства активирајућег рецептора који препознаје MCMV неадекватан. Даље је у 
лимфном чвору анализирана заступељеност NK ћелија (CD49b+TCR-) као и NKТ ћелија 
(CD49b+TCR+) које могу да се активирају компонентама присутним у адјувансу и 
допринесу развоју ЕАЕ. Проценат CD49b+TCR- ћелија је сличан међу испитиваним 
групама мишева (MCMV+MOG35-55, MCMV и MOG35-55) (Графикон 23). Међутим 
апсолутни број CD49b+TCR- ћелија је највећи у групи MCMV+MOG35-55 и статистички је 
заначајно већи (р<0.05) у поређењу са бројем ових ћелија присутним у лимфном чвору 
мишева само имунизованих MOG35-55 пептидом (Графикон 23). Са друге стране проценат 
















































две групе испитиваних мишева MCMV+MOG35-55, MCMV, мада међу групама нема разлике 









Графикон 23. Лимфни чворови BALB/c мишева било да су инфицирани вирусом или не, садрже сличан проценат 
NK ћелија. Изоловане су мононуклеарне ћелије из регионалних ингвиналних лимфних чворова BALB/c MCMV (12 дана 
по инфекцији вирусом), BALB/c MCMV+MOG35-55 (12 дана по инфекцији вирусом и 2 дана по имунизацији MOG35-55 
пептидом) и BALB/c MOG35-55 мишева (2 дана по имунизацији MOG35-55 пептидом) и проценат CD49b+TCR- и 
CD49b+TCR+ је анализиран проточном цитометријом при чему су проценти израчунати као средња вредност 
појединачних процената добијених по мишу. Број изолованих NK ћелија које су CD49b+TCR- и NKТ ћелија које су 
CD49b+TCR+ је добијен појединачно за сваког миша бројањем у Neubauer-ов комори након бојења трипан плавим. 
Приказана је средња вредност броја + SЕ CD49b+TCR- и CD49b+TCR+ ћелија из репрезентативног експеримента са 8 
мишева у свакој групи. Статистичка значајност разлике процента и броја испитиваних ћелија међу групама је одређена 


































































































Даља анализа је указала на инфламацијски фенотип NKТ ћелија у групама мишева 
имунизованих енцефалитогеном. Проценат IL-17 продукујућих ћелија у оквиру популације 
NKТ ћелија је статички значајно већи (р<0.05) у групама MCMV+MOG35-55 и MOG35-55 у 
поређењу са групом MCMV (Графикон 24). Међу испитиваним групама нема разлике у 







Графикон 24. Лимфни чворови BALB/c мишева имунизоавних енцефалитогеном у адјувансу садрже 
инфламацијске NKТ ћелије. Изоловане су мононуклеарне ћелије из регионалних лимфних чворова BALB/c MCMV (12 
дана по инфекцији вирусом), BALB/c MCMV+MOG35-55 (12 дана по инфекцији вирусом и 2 дана по имунизацији MOG35-
55 пептидом) и BALB/c MOG35-55 мишева (2 дана по имунизацији MOG35-55 пептидом). Проценат IL-17 и IFN-γ 
продукујућих ћелија је анализиран у популацији CD49b+TCR+ ћелија, проточном цитометријом. Приказана је средња 
вредност проценат + SЕ из репрезентативног експеримента са 8 мишева у свакој групи. Статистичка значајност разлике 


















































































4.11. MCMV инфекција индукује инфламацијски фенотип антиген презентујућих 
ћелија на периферији  
 
Познато је да вирусна инфекција индукује антивирусни имунски одговор посредован NK 
ћелијама, CD8+ и CD4+ лимфоцитима. Такво инфламацијско микроокружење у 
периферним лимфним органима може да погодује активацији антиген презентујућих ћелија 
и тако индиректно допринесе настанку инфламацијских лимфоцита. Пошто је показано да 
хронична непродуктивна MCMV инфекција повећава осетљивост на развој ЕАЕ, даље су 
анализиране карактеристике дендритских ћелија у дренирајућим лимфним чворовима два 
дана по имунизацији пептидом MOG35-55, односно 12 дана по инфекцији MCMV-ом. У 
ингвиналним лимфним чворовима, у групи MCMV инфицираних и MCMV+MOG35-55 
мишева је присутан значајно већи проценат и број CD11c+ дендритских и CD11c+PDCA1+ 
плазмацитоидних дендритских ћелија у поређењу са MOG35-55 имунизованим мишевима 
(Графикон 25). Наиме, проценат CD11c+ дендритских ћелија у обе групе мишева 
инфицираних вирусом, групи BALB/c MCMV мишева и BALB/c MCMV+MOG35-55, је 
статистички значајно већи ако се пореди са групом животиња која је само имунизована 
пептидом MOG35-55 и ова статистичка значајност се одржава и у приказу укупног броја 
изолованих CD11c+ дендритских ћелија. На Графикону 25 се уочава и да је апсолутни број 
изолованих ћелија већи у групи мишева инфицираних вирусом и имунизованих пептидом 
MOG35-55 у односу на само вирусом инфицирану групу мишева. Сама инфекција MCMV-ом 
утиче на статистички значајно повећање процента плазмацитоидних дендритских ћелија, 
CD11c+PDCA1+, у обе групе мишева инфицираних вирусом у односу на групу мишева само 
имунизованих пептидом MOG35-55. У групи мишева који су једино имунизовани пептидом 
MOG35-55, није било повећања процента плазмацитоидних дендритских ћелија, 
CD11c+PDCA1+. Такође број плазмацитоидних дендритских ћелија CD11c+PDCA1+ у 
лимфним чворовима обе групе мишева инфицираних вирусом, MCMV и MCMV+MOG, је 










   
 
Графикон 25. Лимфни чворови BALB/c мишева инфицираних MCMV-ом садрже значајан проценат и број CD11c+ 
CD11c+PDCA1+ и CD11c+CD11b+ дендритских ћелија. Изоловане су мононуклеарне ћелије из регионалних 
ингвиналних лимфних чворова BALB/c MCMV (12 дана по инфекцији вирусом), BALB/c MCMV+MOG (12 дана по 
инфекцији вирусом и 2 дана по имунизацији пептидом MOG35-55) и BALB/c MOG мишева (2 дана по имунизацији 
пептидом MOG35-55) и проценат дендритских ћелија CD11c+, плазмацитоидних дендритских ћелија CD11c+PDCA1+ и 
мијелоидних дендритских ћелија CD11c+CD11b+ је анализиран проточном цитометријом при чему су проценти 
израчунати као средња вредност појединачних процената добијених по мишу. Број изолованих CD11c+ и CD11c+PDCA1+ 
ћелија је добијен појединачно за сваког миша бројањем у Neubauer-ов комори након бојења трипан плавим. Проценат и 
број изолованих ћелија је приказан као средња вредност + SE из репрезентативног експеримента са укупно 8 мишева у 
свакој групи. Статистичка значајност разлике процента и броја испитиваних CD11c+, CD11c+PDCA1+ и CD11c+CD11b+ 








































































































У лимфним чворовима обе групе мишева који су инфицирани вирусом, MCMV и 
MCMV+MOG35-55, и проценат и број инфламацијских мијелоидних ћелија CD11c+CD11b+ 
које често имају инфламацијски фенотип су статистички значајно већи у поређењу са 
групом мишева који су једино имунизовани MOG35-55 пептидом (Графикон 25). С’ обзиром 
да MCMV кодира синтезу аналога хемокина CCL2 који привлачи CCR2+ ћелије, анализиран 
је и проценат дендритских ћелија које експримирају CCR2 хемокински рецептор. Ове ћелије 
би требало да буду привучене продуктима ћелија заражених вирусом на место продукције 






Графикон 26. Инфекција цитомегаловирусом утиче на значајно повећање броја дендритских ћелија које 
експримирају хемокински рецептор CCR2+ у регионалном лимфном чвору. Изоловане су мононуклеарне ћелије из 
регионалних лимфних чворова BALB/c MCMV (12 дана по инфекцији вирусом), BALB/c MCMV+MOG (12 дана по 
инфекцији вирусом и 2 дана по имунизацији пептидом MOG35-55) и BALB/c MOG мишева (2 дана по имунизацији 
пептидом MOG35-55) и проценат CD11c+дендритских ћелија које експримирају хемокински рецептор CCR2+ је анализиран 
проточном цитометријом при чему су проценти израчунати као средња вредност појединачних процената добијених по 
мишу. Број изолованих CD11c+CCR2+ дендритских ћелија је добијен појединачно за сваког миша бројањем у Neubauer-
ов комори након бојења трипан плавим. Проценат и број изолованих ћелија је приказан као средња вредност + SE из 
репрезентативног експеримента са укупно 8 мишева у свакој групи. Статистичка значајност разлике процента и броја 




































Проценат и број дендритских ћелија које експримирају CCR2 хемокински рецептор је 
статистички значајно већи у обе групе мишева инфицираних MCMV-ом у поређењу са 
групом мишева само имунизованих пептидом MOG35-55. (Графикон 26). Проценат 
дендритских ћелија које експримирају хемокински рецептор CCR2+ је статистички 
значајно већи у групи мишева који су инфицирани вирусом у поређењу са групом мишева 
који су само имунизовани пептидом MOG35-55. И анализа броја изолованих дендритских 
ћелија из ингвиналног лимфног чвора које су CD11c+CCR2+ је дала исте резултате. Овај 
број је значајно већи у групама мишева које су инфициране вирусом, MCMV и 
MCMV+MOG, у поређењу са групом мишева само имунизованих пептидом MOG35-55.  
 
Даља анализа фенотипа дендритских ћелија дренирајућег лимфног чвора је показала да је 
проценат и број изолованих CD11c+ активираних дендритских ћелија које експримирају 
маркере активације CD86+ и CD40+ значајно већи у групама мишева инфицираних 
вирусом, MCMV и MCMV+MOG35-55, у поређењу са групом мишева само имунизованих 
пептидом MOG35-55 (Графикон 27). Број CD11c+CD86+ и CD11c+CD40+ дендритских ћелија 
највећи је у групи животиња које су инфициране MCMV-ом и имунизоване пептидом 
MOG35-55.Такође анализа експресије маркера активације CD86+ и CD40+ у популацији 
CD11c+ ћелија је указала да вирусна инфекција повећава експресију ових маркера на 
дендритским ћелијама (Графикон 27). Експресија CD86+ и CD40+ у популацији CD11c+ 

















Графикон 27. Вирусна инфекција повећава и проценат и апсолутни број CD11c+CD86+ и CD11c+CD40+ 
дендритских ћелија у лимфном чвору. Инфекција цитомегаловирусом утиче на значајно повећање дендритских ћелија 
које експримирају хемокински рецептор CCR2+ у регионалном лимфном чвору. Изоловане су мононуклеарне ћелије из 
регионалних ингвиналних лимфних чворова BALB/c MCMV (12 дана по инфекцији вирусом), BALB/c MCMV+MOG (12 
дана по инфекцији вирусом и 2 дана по имунизацији пептидом MOG35-55) и BALB/c MOG мишева (2 дана по имунизацији 
пептидом MOG35-55) и проценат CD11c+CD86+ и CD11c+CD40+ дендритских ћелија је анализиран проточном 
цитометријом при чему су проценти израчунати као средња вредност појединачних процената добијених по мишу. Број 
изолованих CD11c+CD86+ и CD11c+CD40+ дендритских ћелија је добијен појединачно за сваког миша бројањем у 
Neubauer-ов комори након бојења трипан плавим. Проценат и број изолованих ћелија је приказан као средња вредност + 
SE из репрезентативног експеримента са укупно 8 мишева у свакој групи. Статистичка значајност разлике процента и 
броја испитиваних CD11c+CD86+ и CD11c+CD40+ дендритских ћелија између наведених група мишева је одређена 













































































































4.12. Дендритске ћелије које долазе у лимфни чвор услед инфламацијског стимулуса 
су проинфламацијске  
 
 
Дендритске ћелије у обе групе мишева инфицираних MCMV-ом су инфламацијске, у 
значајно већем проценту и броју експримирају IL-12 у поређењу са групом мишева само 
имунизованих MOG35-55 пептидом (Графикон 28). При том је број CD11c+IL-12+ 
дендритских ћелија међу мононуклеарним ћелијама изолованим из лимфних чворова 
MCMV+MOG35-55 мишева скоро двоструко већи у поређењу са групом мишева само 
имунизованих пептидом MOG35-55. Још једна потврда да су дендритске ћелије које долазе у 
лимфни чвор инфламацијске проистиче из налаза значајног процента дендритских ћелијеа 
којe експримирају IL-6. IL-6 је цитокин који је неопходан за развој ЕАЕ и има важну улогу 
у патогенези мултипле склерозе. Интересантно је напоменути да је проценат дендритских 
ћелија које експримирају IL-12 велики и сличан у обе групе мишева који су инфицирани 
вирусом. Међутим када се посматрају дендритске ћелије којe експримирају IL-6, проценат 
је највећи у групи мишева који су инфицирани вирусом и имунизовани пептидом MOG35-55 
и статистички је значајно већи у односу на остале две групе мишева-групу само 
инфицираних вирусом и групу мишева само имунизованих пептидом MOG35-55. Из тога 
закључујемо да вирусна инфекција на неки начин омогућава да по каснијој имунизацији 
пептидом MOG35-55 настану дендритске ћелије које ће да подстакну енцефалитогени 
потенцијал Т лимфоцита, а за то је потребан IL-6. Сама имунизација BALB/c мишева 
пептидом MOG35-55 нема такав ефекат и нема повећања процента дендритских ћелија које 
експримирају IL-6. И на графикoну 28 који приказује број CD11c+ ћелија које експримирају 













    
 
Графикон 28. У вирусној инфекцији дендритске ћелије које долазе у лимфни чвор услед инфламацијског стимулуса 
су проинфламацијске. Инфекција цитомегаловирусом утиче на значајно повећање CD11c+IL12+ и CD11c+IL6+ 
дендритских ћелија у регионалном лимфном чвору. Изоловане су мононуклеарне ћелије из регионалних ингвиналних 
лимфних чворова BALB/c MCMV (12 дана по инфекцији вирусом), BALB/c MCMV+MOG (12 дана по инфекцији вирусом 
и 2 дана по имунизацији пептидом MOG35-55) и BALB/c MOG мишева (2 дана по имунизацији пептидом MOG35-55) и 
проценат CD11c+IL12+ и CD11c+IL6+ дендритских ћелија је анализиран проточном цитометријом при чему су проценти 
израчунати као средња вредност појединачних процената добијених по мишу. Број изолованих CD11c+IL12+ и 
CD11c+IL6+ дендритских ћелија је добијен појединачно за сваког миша бројањем у Neubauer-ов комори након бојења 
трипан плавим. Проценат и број изолованих ћелија је приказан као средња вредност + SE из репрезентативног 
експеримента са укупно 8 мишева у свакој групи. Статистичка значајност разлике процента и броја испитиваних 
CD11c+CD86+ и CD11c+CD40+ дендритских ћелија између наведених група мишева је одређена Student-овим t тестом; 

































































EAE је експериментални модел за мултиплу склерозу који иако не покрива читав спектар 
клиничких, патолошких и имунских карактеристика болести ипак има бројне одлике које 
има и МС. Бројни модели се користе за проучавање различитих аспеката инфламације, 
демијелинизације, ремијелинизације и неуродегенерације. Доказано је да коришћење ЕАЕ 
као модела за тестирање дефинисаних хипотеза може да представља веома добру основу за 
разумевање специфичних патогенетских механизама не само у мултиплој склерози, него и 
уопштено у развоју аутоимунских болести (279). Модели ЕАЕ који настају индукцијом 
аутореактивних CD4+ T лимфоцита се углавном користе за проучавање улоге инфламације 
у патогенези МС.  
 
5.1. Инфекција CMV-ом чини BALB/c мишеве осетљивим на индукцију ЕАЕ 
 
Инфекција, нарочито вирусима, се одавно сматра једним од главних фактора околине који 
утиче на патогенезу МС. У ЕАЕ моделу је показано да скоро 100% трансгених мишева који 
експримирају TCR специфичан за имунодоминантни епитоп мијелинског омотача (MBP1-
11) спонтано развијају EAE уколико се гаје у нестерилним условима, а ако се гаје у specific-
pathogen-free условима овакви мишеви остају здрави (52). Штавише ови мишеви 
имунизовани аутоантигеном у комплетном адјувансу, али без токсина пертусиса гајени у 
стерилним условима такође нису развили болест јер без обзира на присуство великог броја 
активираних специфичних лимфоцита нису постојали услови за њихов пролазак кроз 
крвно-мождану баријеру (280). Ови и други експериментални подаци као и резултати 
клиничких студија указују на улогу опортунистичких микроорганизама (30), како и 
коменсалне микрофлоре црева у активацији аутоимунских процеса (28). Утврђено је и да 
варијације у саставу микрофлоре црева утичу на инциденцу болести (281).  
Иако је описана корелација између неколико различитих вирусних инфекција и развоја МС, 
ни за један вирус није нађена директна узрочно последична веза. Углавном се за за развој 
мултипле склерозе везују вируси из фамилије Herpetoviridae, међу њима нарочито Epstein-
Barr вирус (282), што је потврђено и у мишјем моделу (283). Други вирус из ове фамилије, 
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Cytomegalovirus, се такође помиње као могући декланширајући фактор за МС (284). 
Показана је корелација између повећане концентрације серумских IgG специфичних за 
CMV и системског лупуса (285), а подаци о вези мултипле склерозe и CMV су контроверзни 
(282). На позитивну корелацију између инфекције CMV-ом и развоја мултипле склерозе 
указују: налази повећаног титра антитела специфичних за антигене CMV као и вирусне 
ДНК код оболелих од мултипле склерозе (286); краће време између релапса и израженији 
релапси код оболелих од мултипле склерозе који имају и антитела специфична за CMV (59); 
израженија атрофија сиве мождане масе и целог мозга код оболелих од мултипле склерозе 
уколико имају и анитела на CMV (60); инфекција CMV-ом индукује експанзију 
проинфламацијских ефекторско-меморијских CD4+CD28null T ломфоцита које се углавном 
налазе код особа оболелих од мултипле склерозе и то у лезијама у ЦНС-у где их привлачи 
градијент CX3CL1 (287, 288), а стимулација ових ћелија аутоантигенима мијелина резултује 
пролиферацијом и ослобађањем цитотоксичких гранула што може да допринесе развоју 
оштећења у МС (289).  
Супротно, резултати других студија указују да инфекција CMV-ом штити од развоја МС. 
Показано је да присутво антитела специфичних за CMV указује на мању инциденцу и краћи 
релапс и мање изражену атрофију мозга (290); здраве особе код којих је доказана латентна 
инфекција CMV-ом имају мању шансу за развој мултипле склерозе (283); особе инфициране 
CMV-ом у раном детињству имају мању шансу да оболе од мултипле склерозе до 18-те 
године (290). 
До сада није испитан утицај инфекције МCMV-ом на развој аутоимунске неуропатологије 
у експерименталном моделу болести индукованом имунизацијом антигенима мијелина. Да 
би утврдили утицај инфекције МCMV-ом на развој мултипле склерозе BALB/c мишеви су 
у неонаталном и адултном периоду инфицирани МCMV-ом и после 10 дана имунизовани 
пептидом MOG35-55. Анализирано је клиничко испољавање болести код BALB/c мишева 
инфицираних МCMV-ом пре активне имунизације пептидом MOG35-55 у адјувансу и 
упоређивано са испољавањем болести код C57BL/6 мишева, природно осетљивих на 
индукцију ЕАЕ.  
Резултати овде приказане студије по први пут показују да инфекција МCMV-ом, 
неонаталних и адултних BALB/c мишева прекида резистенцију на индукцију ЕАЕ 
имунизацијом пептидом MOG35-55 (Графикони 1 и 8). Клинички ток болести код BALB/c 
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мишева инфицираних МCMV-ом 10 дана пре имунизације енцефалитогеном је сличан току 
болести, са типичним клиничким манифестацијама које развијају C57BL/6 мишеви 
(Графикон 8). Клиничке манифестације ЕАЕ, парализа репа, задњих и најзад предњих 
ножица, су последице оштећења нервног ткива насталог дејством ћелија имунског система 
које инфилтришу доминантно кичмену мождину. Хистолошке анализе су потврдиле 
постојање инфилтрата у кичменој мождини BALB/c мишева инфицираних МCMV-ом 
(Графикон 9, Слика 4), док код BALB/c wild type мишева инфилтрата није ни било већ су 
регистроване само ретке појединачне мононуклеарне ћелије. Целуларност инфилтрата у 
ЦНС-у је у корелацији са клиничком сликом односно потврђује разлике између 
неинфицираних и вирусом инфицираних BALB/c мишева. Имунизовани BALB/c мишеви 
инфицирани МCMV-ом су развили масивну инфилтрацију и у можданом ткиву, 
менингеама, периваскуларно у можданом стаблу и церебелуму (Слика 3). Иако се 
„класични“ ЕАЕ описује као болест у чијој основи доминира развој инфилтрата у кичменој 
мождини са веома слабом инфилтрацијом можданог паренхима (135) у последње време се 
описују модели ЕАЕ у којима се јавља значајна инфилтрација можданог паренхима, 
доминанто у можданом стаблу и церебелуму (291, 292), а резултати наше студије су у 
складу са наведеним налазима.  
Резултати хистолошких анализа су потврђени испитивањем броја изолованих 
мононуклеарних ћелија из мозга и кичмене мождине имунизованих мишева. Из мозга и 
кичмене мождине BALB/c мишева инфицираних цитомегаловирусом је изоловано 
статистички значајно више мононуклеарних ћелија у поређењу са бројем ћелија изолованих 
из BALB/c мишева који након имунизације нису развили ЕАЕ (Графикон 10).  
BALB/c мишеви инфицирани МCMV-ом у неонаталном периоду, а имунизовани пептидом 
MOG35-55 у адултном добу, развили су манифестације ЕАЕ (графикон 1) и значајан 
инфламацијски инфилтрат y ЦНС-у (слика 1) у поређењу са мишевима који су само 
инфицирани виусом у првом дану рођења. У моделу неонаталне инфекције MCMV који је 
овде коришћен мишеви развијају менингоенцефалитис са развојем хистопатолошких лезија 
у којима су присутне инфициране ћелије окружене моно- и полиморфо- нуклеарним 
леукоцитима и активираном микроглијом (293). Инфилтрација у мозгу овако инфицираних 
мишева перзистира и по завршетку продуктивне инфекције када се репликативна форма 
вируса више не детектује у ЦНС-у (247). Међутим, присуство значајне мононуклеарне 
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инфилтрације у мозгу неонатално инфицираних мишева имунизованих пептидом MOG35-55 
без пораста Т лимфоцита специфичних за вирус, у поређењу са само неонатално 
инфицираним мишевима, (Графикон 4) указује да се код ових мишева развио и аутоимунски 
процес, тј да неуролошке манифестације нису само последица реактивације вируса у ЦНС-
у.  
Налази овде приказане студије су у сагласности са претходним истраживањима 
спроведеним на приматима и глодарима. Показано је да, уколико се бебама шимпанзи 
интрацеребрално апликује цитомегаловирус изолован из ЦНС-а шимпанзи које су развиле 
болест налик мултиплој склерози, оне касније развијају лезије у ЦНС-у типичне за МС, мада 
без клиничких симптома (63). Такође показана је унакрсна реактивност између протеина 
UL86 хуманог цитомегаловируса и пептида MOG35-55 код rhesus мајмуна (294). Ћелије 
специфичне за цитомегаловирус могу да унакрсно реагују са пептидом MOG, одакле 
проистиче хипотеза да Т лимфоцити настали у току примарне инфекције могу да имају 
аутореактивни потенцијал када се реактивирају мијелинским антигеном. Овај репертоар 
може да се прошири у одговору на реактивацију инфекције МCMV као и након почетног 
оштећења мијелинског омотача што може да допринесе развоју хроничног аутоимунског 
процеса. Улога имунског репертоара који настаје после инфекције у патогенези МС је 
илустрована налазом да се код мармосет мајмуна након имунизације пептидом MOG34-56 у 
инкомплетном Фројндовом адјувансу активирају само ефекторске меморијске лимфоците 
специфичне за цитомегаловирус али које препознају и епитопе унутар пептида MOG и да 
тако започиње развој прогресивне болести која личи на мултиплу склерозу (295). У једној 
од студија је утврђено да постоји унакрсна реактивност између пептида хуманог 
цитомегаловируса CMV981-1003 и пептида MOG35-55 код Луис пацова. Имунизација Луис 
пацова пептидом MOG35-55 активира и CMV специфичне лимфоците који пролиферишу и 
мигрирају у слезину (296). Студија указује на значај молекулске мимикрије у патогенези 
МС. SJL/J мишеви после имунизације PLP пептидом развијају болест која је по току слична 
МС, није монофазна већ има релапсе и ремисије (297). Међутим у једној студији је показано 
да женке SJL/J мишева инфициране вирусом вакциније са убаченим геном за PLP касније 
инфициране МCMV-ом развијају лезије у белој маси мозга сличне оним у ЕАЕ (298). Ова 
студија потврђује концепт „плодног поља“, тј. да иницијална вирусна инфекција формира 
„плодно поље“ повећањем броја аутореактивних лимфоцита али још увек испод критичног 
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нивоа, а да тек накнадна стимулација имунског одговора (на пример инфекцијом) изазива 
болест, вероватно механизмом посматрачке активације (298). Овај модел указује да вирусна 
инфекција може да индукује иницијални догађај у аутоимунском процесу, да подстакне 
активацију и пролиферацију аутореактивног клона/клонова, а да ће се болест клинички 
испољити касније услед друге инфекције, или чак понављане вирусне 
инфекције/реактивације. Инфекција подстиче развој инфламацијске средине која омогућава 
активацију претходно насталих клонова лимфоцита механизмом посматрачке активације. 
 
5.2. CD8+ лимфоцити играју улогу развоју аутоимунске неуроинфламације коју 
развијају BALB/c мишеви имунизовани енцефалитогеном и претходно инфицирани 
цитомегаловирусом  
 
Инфекција BALB/c мишева МCMV-ом пре имунизације енцефалитогеном омогућила је 
развој енцефалитогених лимфоцита и улазак CD4+ и CD8+ Т лимфоцита у ЦНС. Ови 
лимфоцити својим ефекторским механизмима узрокују оштећење ЦНС-а и последичне 
клиничке манифестације ЕАЕ. Док код C57BL/6 мишева у инфилтратима у ЦНС-у 
доминирају CD4+ лимфоцити, у овде приказаној студији је показано да инфилтрати у ЦНС-
у код BALB/c мишеви инфицираних МCMV-ом и имунизованих пептидом MOG35-55 садрже 
знатан проценат CD8+ лимфоцита (Графикони 3 и 10). Резултати клиничких студија и 
патохистолошких налаза у МС указују да CD8+ T и B лимфоцити играју важну улогу 
одржавању инфламацијског процеса и оштећењу ткива (299). Болест коју су развили 
BALB/c мишеви иначе резистетни на индукцију ЕАЕ је по саставу инфилтрата сличнија 
мултиплој склерози у поређењу са болешћу коју развијају C57BL/6 мишеви (300).  
Иницијални догађај у патогенези ЕАЕ укључује активацију CD4+ Т лимфоцита у 
периферним лимфним органима и то оних лимфоцита који су специфични за компоненте 
мијелинског омотача. Ови лимфоцити по активацији могу да пристигну у ликвор 
субарахноидног простора, проласком кроз крвно ликворну баријеру (301), или и у 
периваскуларни простор, проласком кроз крвно мождану баријеру. Како ендотелне ћелије 
крвних судова паренхима мозга не испољавају на својој површини атхезивне молекуле, 
сматра се да активирани Т лимфоцити иницијално пролазе из крви у субарахноидни простор 
кроз ендотел хороидног плесуса који конститутивно експримира селектине и интегрине 
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(302-304) и тако омогућавају имунски надзор ЦНС-а (305). Заправо, ендотелне ћелије 
хороидног плесуса, и код људи и код мишева, конститутивно експримирају хемокин CCL20 
(306), а активирани CD4+ Т лимфоцити који имају енцефалитогени потенцијал 
експримирају рецептор за овај лиганд, CCR6 што потврђује мишљење о уласку активираних 
CD4+ Т лимфоцита кроз крвно-ликворну баријеру у региону хороидног плексуса.  
На овај начин пристигли у ЦНС, CD4+ Т лимфоцити се у случају да су специфични за 
компоненте мијелинског омотача реактивирају у контакту са дендритским ћелијама и 
макрофагима који приказују мијелинске антигене у склопу молекула II класе MHC (307-
310). Дендритске ћелије су у нормалним условима присутне дуж крвно-мождане баријере и 
у менингеама (311-313) и без обзира на релативно малу заступљеност способне су да 
реактивирају CD4+ Т лимфоците и допринесу настанку инфламације што је показано у 
експерименту са трансгеним мишевима код којих је експресија молекула II класе MHC била 
ограничена само на CD11c+дендритске ћелије, а који су након пасивног трансфера CD4+ Т 
лимфоцита испољили клиничке знаке ЕАЕ (314). Реактивирани CD4+ Т лимфоцити 
пролиферишу у субарахноидном простору и формирају агрегате Т лимфоцита (315). CD4+ 
Т лимфоцити по рестимулацији продукују медијаторе који активирају микроглију 
субпијалног подручја и изазивају локално оштећење аксона праћено антероградним 
оштећењем тела неурона и Валеријановом дегенерацијом. Последично се активира 
дистална микроглија и удаљени ендотел (316) чиме је омогућен инфлукс активираних Т 
лимфоцита и кроз крвно-мождану баријеру. У периваскуларном простору се CD4+ Т 
лимфоцити реактивирају у контакту са периваскуларним макрофагима и дендритиским 
ћелијама, а затим прелазе у мождани паренхим (316). За пролаз реактивираних CD4+ T 
лимфоцита у паренхим је значајна интеракција хемокина и хемокинских рецептора, као и 
стимулација рецептора за TNF-α (317). Активирани Т лимфоцити и активиране антиген 
презентујуће ћелије након интеракције продукују бројне медијаторе запаљења који 
активирају ендотел, нарушавају крвно-мождану баријеру што за последију има 
неселективни улазак ћелија са периферије у ЦНС.  
Налаз подједнаке заступљености CD8+ T лимфоцита у мозгу имунизованих мишева 
инфицираних МCMV-ом у адултном периоду и налаз већег процента CD8+ T лимфоцита у 
мозгу имунизованих мишева инфицираних у неонаталном периоду је слична налазима код 
оболелих од мултипле склерозе. Из литературе је познато да су у мозгу оболелих од 
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мултипле склерозе у већем проценту заступљени CD8+ T лимфоцити у поређењу са CD4+ T 
лимфоцитима. Показана је и олигоклонска експанзија CD8+ T лимфоцита у крви, ликвору и 
мозгу (318-321). MBP специфични CD8+ T лимфоцити изоловани из периферне крви особа 
оболелих од мултипле склерозе продукују цитокине IFN-γ и TNF-α за које се зна да су 
проинфламацијски (323). У прилог овоме је имунохистохемијски налаз да више од 70% T 
лимфоцита у акутним и хроничним лезијама мултипле склерозе продукује IL-17, као и то 
да су међу поменутим IL-17 продукујућим ћелијама подједнако заступљени и CD4+ и CD8+ 
T лимфоцити (324).  
Улогу CD8+ T лимфоцита у развоју болести потврђују и студије у којима је урађен пасивни 
трансфер CD8+ T лимфоцита у дефицијентне реципијенте, при чему су ови лимфоцити били 
специфични за MOG35–55 и МBP (325, 326). Ефекторски механизми ћелијског одговора 
посредованог CD8+ T лимфоцитима укључују продукцију солубилних медијатора и 
директну лизу циљаних ћелија. Оштећење неурона је акутно и највећег је интензитета у 
раним стадијумима мултипле склерозе при чему тежина оштећења корелира са бројем CD8+ 
T лимфоцита у ЦНС-у (320, 321). Симптоми болести коју изазивају CD8+ T лимфоцити су 
последица оштећења горњег моторног неурона. Карактеристична је појава атаксије, 
спастичних рефлекса, некоординисаних покрета, окретања у круг и парализа задњих 
екстремитета тек код понеке животиње, што је углавном и уочено код BALB/c мишева 
инфицираних пре имунизације енцефалитогеном који у ЦНС-у у време максималног 
испољавања болести имају значајан процената CD8+ T лимфоцита (Графикон 10). 
У почетним студијама у којима је испитиван значај CD8+ T лимфоцита коришћењем 
животиња којима су деплетиране ове ћелије или CD8 дефицијентних мишева (327, 328) је 
показано да CD8+ T лимфоцити током развоја болести могу да имају и регулаторну улогу 
као и улогу у успостављању ремисија јер је морталитет животиња у одсуству CD8+ T 
лимфоцита био мањи али су релапси били учесталији.  
Насупрот овом налазу је студија у којој је показано да пасивни трансфер CD8+ T лимфоцита 
који су специфични за MOG35–55 не индукује клиничке знаке болести (329) као и подаци о 
ублаженим клиничким манифестацијама ЕАЕ ако се трансфер изврши у време максималног 
испољавања болести или по имунизацији мишева (329), што је у складу са налазима о 
протективној и регулаторној улози CD8+Т лимфоцита у ЕАЕ (327, 328).  
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Новија истраживања улоге CD8+ T лимфоцита у патогенези ЕАЕ су показала да у настанку 
аутоимунске патологије у ЕАЕ-у могу да учествују и CD8+ T лимфоцити који могу да 
изазову благ облик болести, али да централну улогу у патогенези болести ипак играју CD4+ 
T лимфоцити (330). У експериментима са трансгеним NOD мишевима чији и CD4+ и CD8+ 
T лимфоцити експримирају TCR специфичне за MOG показано је да једноструко трансгени 
мишеви са CD4+ T лимфоцитима специфичним за MOG развијају тежи облик болести, док 
једноструко трансгени мишеви са CD8+ T лимфоцитима специфичним за MOG развијају 
оптички неуритис и ЕАЕ који се касније развија и има блажи клинички ток. Код мишева 
који су двоструко трансгени, што значи да су им и CD4+ и CD8+ T лимфоцити специфични 
за MOG, је показано да CD4+ T лимфоцити имају водећу улогу у развоју болести (330).  
У складу са наведеним истраживањима је и резултат наше студије да BALB/c мишеви 
инфицирани МCMV-ом којима су пре имунизације пептидом MOG35-55 деплетирани CD4
+ 
T лимфоцити не развијају клиничке манифестације ЕАЕ (графикон 14). Овај налаз указује 
да је за развој неуроинфламације код инфицираних и имунизованих BALB/c мишева 
неопходно присуство CD4+ T лимфоцита, барем у фази индукције болести, с обзиром да 
мишеви којима су ове ћелије деплетиране пре имунизације ецефалитогеном не развијају 
клиничке знаке ЕАЕ, што је веома сличан налаз претходно описаним студијама.  
Значајна акумулација CD8+ лимфоцита у инфилтратима и њихова улога у патогенези 
аутоимунског процеса је документована клиничким знацима и типичном патологијом која 
је употпуњена специфичношћу инфилтришућих ћелија. Ex vivo рестимулација 
мононуклеарних ћелија, изолованих из ЦНС-а, пептидом MOG35-55 изазива значајан пораст 
CD8+ лимфоцита које продукују IFN-γ у групи BALB/c мишева инфицираних вирусом и 
имунизованих пептидом MOG35-55 (Графикон 16). Сасвим супротни резултати су добијени 
рестимулацијом ћелија изолованих из ЦНС-а C57BL/6 мишева. CD8+ лимфоцити C57BL/6 
мишева који су развили EAE нису одговориле на рестимулацију пептидом MOG35-55 
(Графикон 16). Значајан налаз је да CD8+ лимфоцити у групи мишева MCMV+MOG35-55 које 
су на рестимулацију пептидом MOG35-55 одговориле продукцијом цитокина нису били 
специфичне за вирусне епитопе pp89 и m164 (слика 7). Овај и налаз CD8+ лимфоцита који 
експримирају маркере цитотоксичке активности (графикон 15) указује да су у ЦНС-у 
BALB/c MCMV+MOG35-55 мишева присутни потенцијално аутореактивни CD8+ лимфоцити 
специфични за MOG35-55 који доприносе аутоимунском процесу у овом моделу ЕАЕ. Овај 
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налаз је у складу са претходним извештајем да CD4+ T лимфоцити иницирају развој 
аутоимунског процеса у ЦНС-у што је касније праћено појавом мијелин специфичних CD8+ 
T лимфоцита које су способне да директно препознају олигодендроците и да допринесу 
оштећењу ткива (30). Слично, појачање EAE код C57BL/6 мишева који су инфицирани γHV-
68 удружено је са инфилтрацијом паренхима мозга CD8+ IFN-γ+ гранзим+ лимфоцитима 
(284). Међутим, специфичност за аутоантиген ових инфламацијских и цитолитичких CD8+ 
лимфоцита у γHV-68 инфицираним C57BL/6 мишевима није проучена (284). Налаз да 
мишеви којима су деплетирани CD4+ лимфоцити по MCMV инфекцији и пре MOG35-55 
имунизације нису развили болест (Графикон 7) доприноси закључку да су BALB/c мишеви 
инфицирани MCMV развили аутоимунску неуропатологију. Стална инфилтрација ЦНС-а и 
присуство CD4+ и CD8+ лимфоцита специфичних за MOG35-55 у ЦНС-у BALB/c мишева, 
два месеца по имунизацији пептидом MOG35-55 (слика 9) такође доказује аутоимунску 
природу болести.  
Сумарно, резултати добијени у нашем моделу указују да су CD4+ лимфоцити апсолутно 
неопходни за развој ЕАЕ, а да CD8+ лимфоцити имају улогу ефекторских ћелија које 
доприносе оштећењу. Овај закључак је у складу са налазима претходних студија у којима 
је показано in vitro на материјалу хуманог порекла (331) и in vivo у експерименталним 
анималним моделима (325) да CD8+ лимфоцити остварују директан цитотоксички ефекат 
на олигодендроците.  
 
5.3. Инфилтрати у ЦНС-у BALB/c мишева инфицираних MCMV-ом и имунизованих 
енцефалитогеном садрже проинфламацијске T1/T17 CD4+ и CD8+ T лимфоците 
 
За развој ЕАЕ је важна диференцијација наивних CD4+ Т лимфоцита, специфичних за 
компоненте мијелинског омотача, у проинфламацијски Th1 лимфоцити. Показано је да се 
ЕАЕ може изазвати пасивним трансфером Th1 или Th17 лимфоцита специфичних за 
мијелин, а да трансфер специфичних Th2 лимфоцита не може да изазове болест (332, 333).  
Инфекција BALB/c мишева цитомегаловирусом утиче на развој енцефалитогених CD4+ 
лимфоцита који се акумулирају у ЦНС-у. Највећи број ових ћелија садржи TNF-α, цитокин 
који вероватно доприноси инцијацији инфламације у ЦНС-у, али и оштећењу нервног ткива 
и клиничком испољавању болести.  
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Концентрација проинфламацијског TNF-α је повећана и у серуму и у ликвору код особа 
оболелих од МС (334). Примена TNF-α након иницијације ЕАЕ, продужава трајање болести 
и индукује појаву релапса (335, 336), док блокада TNF-α или TNFR1, специфичним 
антителима, спречава развој болести или ублажава њено клиничко испољавање (337-342). 
Међутим, блокада TNF-α може да изазове и теже форме ЕАЕ, зависно од модела болести и 
времена примене антитела (343, 344). Овај цитокин је у време испољавања болести 
присутан у лезијама ЦНС-а и у МС и у ЕАЕ, док га у фази репарације ткива нема (345). 
Коришћењем мишева дефицијентних за TNF-α на C57BL/6 основи, који су имунизовани 
пептидом MOG35–55, показано је да TNF-α игра значајну улогу у иницијацији болести, 
кретању леукоцита ка ЦНС-у и нарочито у формирању периваскуларних инфилтрата (346). 
Показано је да TNF-α директно стимулише смрт примарних олигодендроцита глодара и 
људи (347, 348) и in vitro оштећење мијелина на исечцима ЦНС-а (347), што је навело на 
закључак да је овај цитокин укључен у процес демијелинизације. Коришћењем трансгених 
мишева који експримирају TNF-α или у астроцитима или неуронима, је показано да 
сигнализазија са TNF-α/TNFR1 индукује селективно апоптозу зрелих олигодендроцита, 
вакуолизацију мијелина и развој примарних лезија (349). Поред тога, TNF-α може да омета 
ремијелинизацију појачавајући ефекат IFN-γ који ремети развој олигодендроцита (350).  
Описани су и супротни, антиинфламацијски ефекти TNF-α у патогенези ЕАЕ. Тако, 129/Sv 
мишеви, иначе резистентни на индукцију ЕАЕ пептидом MOG, након инактивација гена за 
TNF-α испољавају изразите знаке болести, што указује да TNF-α није искључиво медијатор 
инфламације и демијелинизације у ЕАЕ већ може да има и важну антиинфламацијску улогу 
ограничавајући тежину и дужину болести вероватно утичући на апоптозу CD4+ и CD8+ 
лимфоцита in vivo (343).  
У овде приказаној студији је показано да инфилтрати у ЦНС-у мишева који развијају ЕАЕ, 
у време максималног испољавања болести, садрже значајно већи број CD4+ TNF-α+ и CD8+ 
TNF-α+ Т лимфоцита што може да буде повезано са позитивним утицајем овог цитокина на 
развој ЕАЕ, али не искључује могућност да TNF-α, у овој фази болести, може да буде фактор 
апоптозе CD4+ и CD8+ лимфоцита и да тако допринесе уласку болести у фазу ремисије која 
и иначе следи након достизања максималног испољавања болести. 
У ЦНС-у BALB/c мишева који су инфицирани MCMV-ом и развили манифестације ЕАЕ 
присутан је скоро исти број Th1 и Th17 лимфоцита (Графикон 11). Супротно нашим 
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резултатима, у инфилтратима у ЦНС-у C57BL/6 мишева који су имунизовани 
енцефалитогеном после инфекције вирусом γHV-68 присутни су готово искључиво Th1 
лимфоцити (14).  
Показана је удруженост клиничког испољавања ЕАЕ и експресије IFN-γ и IL-12p40, у ткиву 
ЦНС-а, ликвору, и циркулишућим леукоцитима (351-353) што уз чињеницу да се стање код 
оболелих од мултипле склерозе након примене IFN-γ погоршава (354) наводи на закључак 
да Th1 лимфоцити, који продукују IFN-γ, играју кључну улогу у настанаку ЕАЕ. Међутим, 
показано је и да су мишеви са делецијом гена за IL-12, IFN-γ и TNF-α (Тh1 цитокини) 
подложнији развоју ЕАЕ, као и мишеви третирани анти-IFN-γ антителом (355-359). 
Првобитни закључак да је цитокин урођене имуности који игра кључну улогу у развоју ЕАЕ 
IL-12, последица је чињенице да IL-12 дели са IL-23 заједничку субјединицу (p40), као и 
компоненту рецептора IL-12Rβ1, па генска или терапијска модификација IL-12p40 или IL-
12Rβ1 резултује блокадом оба цитокина (360). Међутим, касније је показано да су мишеви 
са делецијом гена за IL-23 потпуно резистентни на развој ЕАЕ. Из литературе је познато да 
је IL-23 неопходан за диференцијацију наивних Т лимфоцита у патогене Th17 лимфоците 
(361), односно за касну фазу диференцијације и успостављање стабилног фенотипа ових 
ћелија (362, 363). Th17 лимфоцити продукују проинфламацијске цитокине IL-17A и IL-7F 
и стимулишу продукцију IL-6, GM-CSF, CXCL8 и металопротеиназа матрикса што 
доприноси развоју инфламације у ЦНС-у.  
Студија у којој је ЕАЕ изазван пасивним трансфером Т лимфоцита специфичних за пептид 
PLP139–151 претходно in vitro излаганих цитокинима, IL-12 или IL-23, је указала да Th1 и 
Th17 лимфоцити индукују развој клинички веома сличних мијелопатија али да се 
инфилтрати које мишеви развијају разликују (156). Пасивни трансфер Th1 лимфоцита 
индукује развој инфилтрата углавном у подручју менингеа и субпијалне беле масе, а у 
инфилтратима доминирају макрофаги. У мозгу и кичменој мождини ових мишева је 
повећана експресија CXCL9, CXCL10 и CXCL11, хемокина који делују хемотаксно на 
моноците и лимфоците. Супротно, пасивни трансфер Th17 лимфоцита изазива инфилтрате 
углавном у субпијалном подручју са ширењем дубоко у белу масу. У инфилтратима су 
најзаступљенији неутрофили, а експресија CXCL1 и CXCL2, хемотаксних фактора за 
неутрофиле, је повишена у мозгу и кичменој мождини (156).  
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Веома значајним се сматра различит одговор ове две форме ЕАЕ на специфичну 
имуномодулаторну терапију. Неутрализација GM-CSF или IL-17 је супримирала EAE 
индукован трансфером Th17, али не и развој ЕАЕ изазван трансфером Th1 лимфоцита. 
Примена анти TNF-α антитела је супримирала ЕАЕ изазван трансфером и Th1 и Th17 
лимфоцита специфичних за PLP139–151 (156). Налази других студија указују да су у 
патогенези ЕАЕ кључни Т лимфоцити који ко-експримирају IL-17 и IFN-γ (364). 
Показано је и да IL-17 игра кључну улогу у олакшавању уласка инфламацијских ћелија у 
мозак, а IFN-γ омогућује развој инфламације у кичменој мождини а инхибише улазак 
инфламацијских ћелија у мозак (365). С обзиром на то да се зна да је један од маркера Th17 
лимфоцита CCR6 хемокински рецептор (366), као и то да је експресија овог рецептора 
неопходна за иницијални улазак у ЦНС Т лимфоцита који су специфични за компоненте 
мијелинског омотача, може да се закључи да у инцијацији неуроинфламације IL-17 може да 
има кључну улогу.  
У складу са наведеним је налаз значајног броја CD4+ и CD8+ Т лимфоцита који 
експримирају IL-17, транскрипциони фактор RoRγt и хемокински рецептор CCR6 у ЦНС-у 
BALB/c мишева инфицираних вирусом који након имунизације развијају манифестације 
ЕАЕ (Графикони 12 и 13). Активирани CD4+ Т лимфоцити који имају енцефалитогени 
потенцијал експримирају хемокински рецептор CCR6 (367) који игра кључну улогу у 
иницијалном уласку помагачких Т лимфоцита у ЦНС интеракцијом са хемокином CCL20 
који је конститутивно експримиран у епителним ћелијама хороидног плексуса мишева и 
људи (301). Т лимфоцити који експримирају CCR6 улазе у ЦНС, реактивирају се и 
продукују солубилне медијаторе који активирају ендотел паренхима па је онда могућ улазак 
активираних Т лимфоцита у ЦНС кроз паренхимске крвне судове (306).  
Међутим, међу ћелијама изолованим из ЦНС-а инфицираних и имунизованих BALB/c 
мишева детектован је значајан проценат CD4+ и CD8+ T лимфоцита који експримирају 
транскрипциони фактор T-bet (графикон 12). Транскрипциони фактор T-bet је кључан за 
енцефалитогени потенцијал мијелин специфичних Тh1 и Th17 Т лимфоцита (368, 369). 
Познато је да T-bet има плејотропне ефекте. Важно је напоменути да T-bet регулише 
експресију рецептора за IL-23 (368, 370) а зна се да IL-23 регулише продукцију GM-CSF у 
CD4+ T лимфоцитима (152).  
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На енцефалитогеност T лимфоцита у инфилтратима BALB/c мишева указује експресија 
хемокинског рецептора CXCR3 (Графикон 13), чија блокада у фази индукције EAE 
атенуише болест (371).  
Подаци о улози хемокинског рецептора CXCR3 у патогенези ЕАЕ су различити. CXCR3 
дефицијентни мишеви развијају тежи облик ЕАЕ са израженим уласком ћелија у ЦНС што 
указује да CXCR3 има улогу у атенуацији ЕАЕ (372). Овај налаз указује да експресија 
CXCR3 није важна у хемокинетском кретању Т лимфоцита (370), већ да CXCR3 има улогу 
у ефекторској фази ЕАЕ када утиче на продукцију NO и нарушавање крвно мождане 
баријере (373). Са друге стране, резултати новије студије указују да у ЦНС-у мишева који 
развију ЕАЕ, више од 90% CD4+ T инфилтришућих лимфоцита експримира CXCR3. 
Хемокински рецептор CXCR3 експримирају и Т лимфоцити у инфилтратима у ЦНС-у особа 
који су оболели од мултипле склерозе (374). У експериментима где је урађена блокада 
CXCR3, добијени су различити налази зависно од времена блокирања ових хемокинских 
рецептора. CXCR3 је иначе улавном експримиран на Th1 лимфоцитима (375). Ако се 
CXCR3 блокира у току пасивног изазивања ЕАЕ трансфером активираним Т лимфоцитима 
који су специфични за мијелин, болест је атенуирана (371). Блокада рецептора у току 
активне имунизације не мења степен инфилтрације у ЦНС-у и нема утицај ни на продукцију 
цитокина IFN-γ и IL-17, али блокада у току већ испољеног активног ЕАЕ код пацова, 
инхибисаће кретање нових Т лимфоцита у ЦНС. На основу наведених налаза се закључује 
да CXCR3 има улогу у хемокинетском кретању енцефалитогених Т лимфоцита ка ЦНС-у 
што му обезбеђује улогу у индукцији болести, али и да се инфилтрација ЦНС-а 
енцефалитогеним ћелијама у току ЕАЕ одвија независно од овог хемокинског рецептора.  
Међу мононуклеарним ћелијама изолованим из мозга мишева инфицириних 
цитомегаловирусом у неонаталном периоду и имунизованих пептидом MOG35-55 детектован 
је већи број CD8+ лимфоцита који садрже Tbet и T1 цитокине TNF-α и IFN-γ у поређењу са 
ћелијама изолованим из ЦНС-а мишева само имунизованих MOG35-55 пептидом и групе 
мишева само инфицираних MCMV-ом у неонаталном периоду (Графикон 5). Значајан је 
налаз пораста броја Tc17 лимфоцита, CD8+ лимфоцита које продукују IL-17 и садрже 
транскрипциони фактор RoRγt и имају углавном меморијски фенотип, након имунизације 
енцефалтиогеном. Присуство Tc17 лимфоцита је доказано код људи (376) и мишева (377). 
У ЦНС-у мишева само инфицираних цитомегаловирусом у неонаталном периоду скоро и 
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да нема Tc17 лимфоцита, док је у групи мишева имунизованих енцефалитогеном после 
неонаталне MCMV инфекције број ових ћелија скоро исти као и број Th17 лимфоцита. 
Раније је показано да су Tc17 лимфоцити неопходни за накупљање Th17 лимфоцита у ЦНС-
у и за развој EAE (170). Код оболелих од мултипле склерозе у раном стадијуму се детектују 
ове Tc17 лимфоците у ликвору, где их има више него у периферној крви и сматра се да 
доприносе започињању аутоимунског процеса у ЦНС-у (170). Наши резултати указују да 
болест коју развијају BALB/c мишеви инфицирани MCMV-ом у неонаталном периоду и 
касније имунизовани ененцефалитогеном карактерише значајан додатни инфлукс 
инфламацијских Tc1 лимфоцита у ЦНС али и појава нових популација Th1, Th17 и Tc17 
лимфоцита што је у складу са развојем аутоимунског процеса у ЦНС-у.  
Познато је да неонаталну инфекцију MCMV-ом прати инфлукс CD8+CXCR3+ лимфоцита 
у ЦНС (378), али се у ЦНС-у овако инфицираних мишева након имунизације 
енцефалитогеном детектују и CD4+ лимфоцити који експримирају CXCR3, хемокински 
рецептор за CXCL10, као и CD4+T лимфоцити који експримирају CCR6 (графикон 7), 
рецептор који има кључну улогу у развоју инцијалне аутоимунске инфламације у ЦНС-у 
(306, 379). Такође уочено је да развој ЕАЕ код имунизованих мишева инфицираних MCMV-
ом у неонаталном периоду прати повећан инфлукс CD8+CCR6+ лимфоцита (Графикон 7) 




5.4. Инфекција MCMV-ом подстиче развој М1 микроглије 
 
Микроглија и астроцити у физиолошким условима експримирају низак ниво молекула 
MHC. Међутим у току неуроинфламације микроглија експримира молекуле II класе MHC 
као и костимулаторне молекуле (380), продукује IL-12 (380, 381) и IL-23 (142) и стимулише 
продукцију цитокина у Т лимфоцитима (379, 380). Такође показано је да системска MCMV 
инфекција значајно повећава број ћелија које имају морфолошке карактеристике 
активиране микроглије и то доминантно М1 фенотип (384).  
Ћелије микроглије нису најзначајније међу ћелијама које презентују антигене (314) у ЦНС-
у, али ипак микроглија утиче на локални цитокински миље тако што секрецијом IL-23 
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подстиче Т лимфоците на секрецију GM-CSF и одржава њихов патогени фенотип а тиме и 
инфламацију (385). На кључну улогу микроглије у одржавању аутоимунских процеса у 
ЦНС-у указали су експерименти којима је показано да одсуство CD40 ограничено само на 
ћелије микроглије ублажава манифестације ЕАЕ (386).  
У нашој студији уочен је значајно већи проценат класично активиране микроглије 
(CD45medCD11b+CD11c+) у ЦНС-у BALB/c мишева 25 дана после MCMV инфекције у 
поређењу са мишевима имунизованим пептидом MOG35-55 без претходне инфекције, који су 
углавном имали алтернативно активирану микроглију (CD45medCD11b+CD206+) (Графикон 
18). Мишеви инфицирани MCMV-ом и имунизовани пептидом MOG35-55 у ЦНС-у имају и 
даље већи проценат класично активиране микроглије у поређењу са мишевима само 
имунизованим енцефалитогеном.  
Наши налази указују да инфекција BALB/c мишева MCMV-ом и системска инфламација 
коју ови мишеви развијају по инфекцији MCMV-ом утичу и на стање резидентних ћелија 
ЦНС-а, тј да подстичу активацију микроглије. Тако активирана микроглија, која има 
измењен фенотип у поређењу са BALB/c мишевима само имунизованим пептидом MOG35-
55, сада може да променом микрооркружења у ЦНС-у допринесе адекватној реактивацији 
лимфоцита претходно активираних енцефалитогеном. Односно могуће је да инфекција 
MCMV-ом конверзијом фенотипа резидентних антиген презентујућих ћелија ЦНС-а 




5.5. За развој енцефалитогеног процеса је важан утицај инфекције MCMV-ом на 
антиген презентујуће ћелије 
 
Развој помагачких Т лимфоцита зависи од функције ћелија које приказују антигене (387) па 
су детаљније испитани ефекти инфекције MCMV-ом на функцију антиген презентујућих 
ћелија у току индукције EAE.  
MCMV инфекција значајно повећава пропорцију дендритских (CD11c+) и 
плазмацитоидних дендритских ћелија (CD11c+PDCA1+) у периферним лимфним 
чворовима (Графикон 25) у поређењу са имунизацијом пептидом MOG35-55. Већи проценат 
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дендритских ћелија у лимфном чвору у групи MCMV инфицираних мишева је удружен са 
већим процентом CCR2+ дендритских ћелија (Графикон 26). Познато је да MCMV кодира 
проинфламацијски фактор (MCK-2), аналог хемокину CCL2 (240) који утиче на појачано 
регрутовање моноцита и дисеминацију вируса (241). Могуће је да је већи проценат 
дендритских ћелија у ингвиналним лимфним чворовима у групи животиња инфицираних 
MCMV-ом последица продукције аналога CCL2, пошто се CCL2 у лимфним чворовима 
презентује на површини венула са високим ендотелом и утиче на регрутовање моноцита 
(388). Иако је раније показано да MCMV привлачи моноците који имају имуносупресивну 
улогу (389) наши резултати указују да су у лимфним чворовима мишева инфицираних 
вирусом у већем проценту присутне дендритске ћелије које експримирају маркере 
активације CD86 и CD40 (Графикон 27) и садрже IL-12 који подстиче развој Th1 лимфоцита 
(Графикон 28).  
CD11c+CD11b+, описане као инфламацијске дендритске ћелије, су ћелије које после вирусне 
инфекције и имунизације мишева са CFA (Th1 стимулус) мигрирају у регионални лимфни 
чвор и продукују велику количину IL-12 и тако стимулишу продукцију IFN-γ у T 
лимфоцитима (390). Неки радови показују да су CD11c+CD11b+ ћелије имуносупресивне и 
да имају важну улогу у индукцији толеранције. Међутим, те имуносупресивне 
CD11c+CD11b+ дендритске ћелије пролиферишу након интравенске индукције имунске 
толеранције (391), оралне толеранције на тип II колагена (392) или након трансгене 
експресије специфичног хемокинског рецептора у циљном ткиву (173). Инфламацијске 
CD11c+CD11b+ ћелије долазе из периферне крви и накупљају се у регионалном лимфном 
чвору после субкутане имунизације антигеном у комплетном адјувансу (390).  
Могући узроци израженијег инфлукса инфламацијских дендритских ћелија у лимфни чвор 
BALB/c+MCMV мишева могу да буду а) мања продукција Th2 цитокина у ћелијама 
неспецифичне имуности тип 2 у случају вирусне инфекције што мења баланс иницијално 
продукованих цитокина ка типу 1 што привлачи инфламацијске дендритске ћелије б) 
мијелоидне ћелије инфициране вирусом продукују више проинфламацијских цитокина 
након стимулације адјувансом и онда овај иницијални инфламацијски стимулус додатно 
привлачи још инфламациских дендритских ћелија у лимфни чвор ових мишева и тако 
поларизује имунски одговор ка T1/T17 типу. Налаз већег броја CD4+ и CD8+ лимфоцита у 
дренирајућем лимфном чвору два дана после имунизације у групи мишева који су 
115 
 
претходно инфицирани вирусом (графикон 20), као и налаз већег броја проинфламацијских 
лимфоцита који експримирају транскрипционе факторе кључне за развој Т1/Т17 лимфоцита 
(графикон 21) је у складу са налазом већег броја инфламацијских дендритских ћелија у 
лимфним чворовима инфицираних и имунизованих мишева (Графикон 28). Наши резултати 
указују да инфекција BALB/c мишева MCMV индукује пораст инфламацијских 
дендритских ћелија у периферним лимфним чворовима и тако омогућава развој 
енцефалитогених Т лимфоцита. Ово откриће је у корелацији са претходним налазом да су 
мишеви инфицирани MCMV-ом резистентни на бактеријску инфекцију услед продужене 
продукције антивирусног цитокина IFN-γ и системске активације макрофага (333). 
Такође налаз значајног повећања броја NKT ћелија у лимфним чворовима мишева који 
добијају болест рано по имунизацији енцефалитогеном (графикон 23) може да укаже да 
инфекција MCMV-ом у комбинацији са имунизацијом стимулише ћелије урођене имуности 
и мења микросредину у лимфном чвору омогућавајући адекватну активацији антиген 
специфичних лимфоцита. Подаци о улози NKT ћелија у патогенези ЕАЕ су контроверзни. 
У CD1d дефицијентним мишевима је описана протективна улога NKT ћелија у патогенези 
ЕАЕ (396), да немају ефекта на развој ЕАЕ (397-399), као и да погоршавају ЕАЕ (397). 
Међутим коришћењем великих доза α-GalCer који стимулише NKT ћелије је показано да 
ове ћелије играју улогу у егзацербацији ЕАЕ (397). Налази ових студија указују да NKT 
ћелије утичу на ток ЕАЕ тако што подстичу промену цитокинског профила антиген 
специфичних ћелија (398). У нашој студији је показано да инфекција MCMV-ом и 
имунизација BALB/c мишева пептидом MOG35-55 значајно повећава број NKT ћелија које 
продукују IL-17 у дренирајућем лимфном чвору (Графикон 24). Само инфекција MCMV-ом 
не повећава број IL-17+ NKT ћелија, само имунизација пептидом MOG35-55 повећава број 
ових ћелија у поређењу са вирусом, али најзначајније повећање имају мишеви инфицирани 
вирусом и имунизовани енцефалитогеном (графикон 24). Могуће је да иницијано 
промењена микросредина у лимфном чвору настала деловањем вируса на дендритске ћелије 
утиче на развој инфламацијског фенотипа NKT ћелија након имунизације енцефалитогеном 
које онда додатно мењају цитокински миље у лимфном чвору и тако подстичу развој 
специфичних лимфоцита са енцефалитогеним потенцијалом. 
Инфекција MCMV-ом без додатних стимулуса утиче на повећање CD8+NKG2D+ ћелија у 
лимфним чворовима (графикон 22). Број ових CD8+NKG2D+ ћелија у дренирајућем 
116 
 
лимфном чвору је највећи у групи инфицираних и имунизованих мишева (Графикон 22). 
Познато је да је експресија NKG2D на CD8+ ћелијама важна за настанак меморијског 
фенотипа и да подстиче њихово преживљавање (400). Узимајући у обзир овај податак и 
вероватно развој дугоживећих лимфоцита специфичних за вирус након инфекције, као и 
податак о постојању унакрсне реактивности између епитопа цитомегаловируса и епитопа 
пептида MOG могуће је објаснити релативно брз развој клиничких манифестација ЕАЕ у 
групи мишева који су инфицирани вирусом три месеца пре имунизације енцефалитогеном 
(Графикон 17). MCMV инфекција која траје дуже праћена је појавом све већег процента 
вирус специфичних лимфоцита на периферији који имају ефекторско-меморијски фенотип. 
У таквој ситуацији имунизација аутоантигеном који има преклапајуће епитопе са MCMV-
ом додатно стимулише већ постојеће ефекторско-меморијске Т лимфоците који се брже 
активирају у поређењу са наивним Т лимфоцитима и брже доспеју до ЦНС-а, па се код 
таквих мишева и болест брже развија.  
 
Осетљивост BALB/c мишева на индукцију ЕАЕ пептидом MOG35-55, изазвана претходном 
инфекцијом цитомегаловирусом, би могла да буде последица настанка инфламацијске 
средине услед вирусне инфекције, а таква средина конвертује ћелије које презентују 
антиген, и на периферији и у ЦНС-у, у инфламацијске ћелије способне да адекватно 
активирају аутореактивне лимфоците. Иако у овој студији није детектована унакрсна 
реактивност између пептида MOG35-55 и вирусних епитопа pp89 и m164, није искључено 
постојање унакрсне реактивности између других вирусних епитопа и енцефалитогена, па је 
могуће да и молекулска мимикрија доприноси осетљивости BALB/c мишева на индукцију 
ЕАЕ, нарочито имајући у виду бржи развој болести код мишева који су имунизовани 
енцефалитогеном после дуготрајне вирусне инфекције. Што инфекција дуже траје повећава 
се проценат вирус специфичних лимфоцита који имају ефекторско-меморијски фенотип па 
имунизација пептидом MOG35-55 може да побуди овакве ћелије услед унакрсне 
реактивности, које у поређењу са наивним лимфоцитима брже постају ефекторске ћелије 








Инфекција МCMV-ом појачава аутоимунску неуроинфламацију и прекида природну 
резистенцију BALB/c мишева на индукцију ЕАЕ пептидом MOG35-55 и то стимулацијом 
инфламацијског фенотипа дендритских ћелија и енцефалитогеног потенцијала Th1/Th17 и 
CD8+Т лимфоцита. 
 
Закључак је изведен на основу следећих резултата: 
 
1. Инфекција МCMV-ом чини BALB/c мишеве осетљивим на развој ЕАЕ-а па они 
након имунизације пептидом MOG35-55 развијају типичне клиничке и хистолошке 
манифестације болести. 
2. У инфилтратима мозга и кичмене мождине BALB/c мишева инфицираних МCMV-
ом и имунизованих пептидом MOG35-55 присутни су CD4+ и CD8+Т лимфоцити који 
садрже проинфламацијске цитокине IL-17, IFN-γ и TNF-α, као и хемокине и 
транскрипционе факторе маркере T1/T17 имунског одговора. 
3. У инфилтратима мозга и кичмене мождине BALB/c мишева инфицираних МCMV-
ом и имунизованих пептидом MOG35-55 су у значајној мери заступени CD8+Т 
лимфоцити од којих значајан број испољава маркере цитолитичке активности. 
4. У инфилтратима мозга и кичмене мождине BALB/c мишева инфицираних МCMV-
ом и имунизованих енцефалитогеном су присутни и CD4+ и CD8+Т лимфоцити 
специфични за пептид MOG35-55. 
5. Присуство CD4+ лимфоцита је неопходно за развој неуроинфламације код BALB/c 
мишева инфицираних MCMV-ом и имунизованих пептидом MOG35-55  
6. Инфекција MCMV-ом и имунизација енцефалитогеном BALB/c мишева је праћена 
индукцијом развоја проинфламацијских CD4+ и СD8+Т лимфоцита у дренирајућим 
лимфним чворовима у раној фази индукције ЕАЕ. 
7. Инфекција MCMV-ом индукује инфламацијски фенотип антиген презентујућих 











Могућа улога MCMV инфекције у патогенези ЕАЕ, молекулска мимикрија: иако нема унакрсне 
реактивности између пептида MOG35-55 и вирусних епитопа pp89 и m164, не искључује се могућност да постоји 
унакрсна реактивност између других епитопа вирусних антигена и MOG35-55 пептида. У стању хроничне 
инфекције вирусом повећава се проценат мeморијских Т лимфоцита од којих неки вероватно деле епитопе са 
енцефалитогеном па имунизација антигенима мијелина у адјувансу брже активира постојеће вирус 






Могућа улога MCMV инфекције у патогенези ЕАЕ, посматрачка активација: вирусна инфекција на 
периферији изазива реакцију урођене имуности и настаје проинфламацијска средина која мења фенотип 
дендритских ћелија које у таквој средини матурирају и постају проинфламацијске. По имунизацији антигеном 
овакве проинфламацијске дендритске ћелије су способне да адекватно активирају Т лимфоците који постају 
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BALB/c мишеви су, за разлику од C57BL/6 мишева, релативно резистентни на индукцију 
експерименталног аутоимунског енцефаломијелитиса (ЕАЕ) имунизацијом пептидом 
MOG35-55. У овој студији је по први пут показано да и неонатална инфекција мишјим 
Сytomegalovirus-ом (MCMV) и инфекција у адултном добу прекида ову резистенцију. 
Инфицирани BALB/c мишеви имунизовани пептидом MOG35-55 су развили клиничке и 
хистолошке карактеристике ЕАЕ сличне оним који се развијају у осетљивом соју мишева, 
C57BL/6. У инфилтратима ЦНС-а BALB/c мишева инфицираних вирусом и имунизованих 
пептидом MOG35-55 су поред CD4+ лимфоцита у значајном проценту нађени и CD8+ 
лимфоцити, слично налазима код оболелих од мултипле склерозе (МС). CD8+ лимфоцити 
изоловани из инфилтрата ЦНС-а оболелих мишева који су у одговору на ex vivo 
рестимулацију MOG35-55 пептидом одговорили продукцијом цитокина нису специфични за 
вирусне епитопе pp89 и m164. MCMV инфекција BALB/c мишева стимулише развој 
проинфламацијског фенотипа дендритских ћелија (CD86+CD40+CD11c+) у периферним 
лимфним органима, M1 типа микроглије у ЦНС-у, и енцефалитогених Th1/Th17 ћелија. Ова 
студија указује да Сytomegalovirus, стимулацијом развоја проинфламацијског фенотипа 
ћелија које приказују антигене и Th1/Th17 и CD8 одговора на MOG35-55 пептид, појачава 
аутоимунске процесе у ЦНС-у и укида резистенцију на развој EAE. 
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In contrast to C57BL/6 mice, BALB/c mice are relatively resistant to the induction of 
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) after challenge with MOG35-55 peptide. Here 
we provide the first evidence that both neonatal and adult infection with murine cytomegalovirus 
(MCMV) abrogates this resistance. Infected BALB/c mice developed clinical and histological 
signs similar to those seen in susceptible C57BL/6 mice. In addition to CD4+ cells large 
proportion of cells in the infiltrate of diseased BALB/c mice were CD8+, similar with findings in 
multiple sclerosis (MS). CD8+ cells that responded to ex vivo restimulation with MOG35-55 were 
not specific for viral epitopes pp89 and m164. MCMV infection favors proinflammatory type of 
dendritic cells (CD86+CD40+CD11c+) in the peripheral lymph organs, M1 type of microglia in 
CNS, and polarization to Th1/Th17 encephalitogenic cells. This study indicates that CMV may 
enhance autoimmune neuropathology and abrogate inherent resistance to EAE in mouse strain by 
enhancing proinflammatory phenotype of antigen presenting cells and Th1/Th17 and CD8 
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